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RÉSUMÉ 
La leucémie aiguë myéloïde est une hémopathie maligne génétiquement hétérogène 
caractérisée par de fréquents réarrangements impliquant la bande chromosomique 21q22 et 
le gène RUNX1. Dans ce groupe d’anomalies, les translocations t(8;21)(q22;q22) et 
t(3;21)(q26;q22), associées respectivement à un pronostic favorable et défavorable, sont les 
mieux étudiées. Or, plus de la moitié des réarrangements ciblant RUNX1 ne sont toujours 
pas caractérisés au niveau clinique et moléculaire. Les principaux objectifs de cette thèse 
sont de caractériser quatre nouvelles translocations ciblant RUNX1 et d’étudier la 
dérégulation transcriptionnelle associée à ces anomalies au niveau de cibles plus 
spécifiques ayant un rôle dans l’auto-renouvellement ou dans la différenciation 
hématopoïétique.  
À l’aide des techniques de cytogénétique et de biologie moléculaire, deux nouveaux 
partenaires de RUNX1, soit CLCA2 et SV2B, ont été identifiés au sein des 
t(1;21)(p22.3;q22) et t(15;21)(q26.1;q22) et la récurrence des partenaires USP42 et TRPS1 
a été démontrée suite à l’étude des t(7;21)(p22.1;q22) et t(8;21)(q23.3;q22). Ce travail a 
permis de confirmer l’existence de divers modes de dérégulation de RUNX1 dans les 
leucémies aiguës. L’expression présumée de protéines chimériques et/ou d’isoformes 
tronquées de RUNX1, un dosage aberrant des transcrits de RUNX1 et la surexpression des 
gènes partenaires sont des conséquences révélées par l’étude de ces fusions. Le séquençage 
et l’analyse des jonctions génomiques des fusions récurrentes RUNX1-USP42/USP42-
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RUNX1 et RUNX1-TRPS1/TRPS1-RUNX1 ont démontré la présence de signatures 
moléculaires caractéristiques du mode de recombinaison non-homologue de type NHEJ. En 
raison de la structure et de la composition différente des jonctions, l’implication de 
composantes distinctes du mécanisme NHEJ a été proposée. Enfin, des analyses par PCR 
quantitative en temps réel nous ont permis de démontrer l’existence de cibles de 
dérégulation partagées par les fusions récurrentes et plus rares de RUNX1. Nous avons 
démontré que CEBPA est moins exprimé dans la majorité des spécimens étudiés présentant 
une fusion de RUNX1 par rapport aux spécimens avec un caryotype normal alors que JUP, 
une composante effectrice de la voie Wnt, est plutôt surexprimé. Malgré l’activation 
transcriptionnelle de JUP dans l’ensemble de ces spécimens, certaines cibles de la voie Wnt 
telles que CCND1 et MYC sont différemment exprimées dans ces cellules, appuyant 
l’hétérogénéité décrite dans ce groupe de leucémies.  
Malgré l’implication de partenaires variés, nos données d’expression démontrent que les 
chimères et les protéines tronquées de RUNX1 partagent des cibles communes d’activation 
et de répression transcriptionnelle et établissent, pour la première fois, des évidences 
moléculaires suggérant l’existence de similitudes entre la fusion récurrente RUNX1-
RUNX1T1 et quatre fusions plus rares de RUNX1. Puisque des rechutes surviennent 
fréquemment dans ce groupe génétique, l’inhibition de JUP pourrait être une option 
thérapeutique intéressante et ceci est appuyé par les bénéfices observés lors de l’inhibition 
de la voie Wnt dans d’autres groupes génétiques de leucémies aiguës. 
Mots-clés : RUNX1, leucémie aiguë, NHEJ, JUP, CEBPA 
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ABSTRACT  
Acute myeloid leukemia (AML) is a genetically heterogeneous disease characterized by 
frequent rearrangements of the RUNX1 gene located at chromosomal band 21q22. In this 
subtype of leukemias, t(8;21)(q22;q22) and t(3;21)(q26;q22) translocations are among the 
most studied rearrangements, being respectively associated with a favourable and poor 
prognosis. However, approximately half of RUNX1 translocations remain uncharacterized 
at the clinical and molecular levels at the present time. The main objectives of this thesis 
are to characterize four novel RUNX1 translocations in adult patients with acute leukemias 
and to study the expression profiles of specific transcriptional targets of RUNX1 fusions 
involved in self-renewal or differentiation of hematopoietic cells.  
Using molecular techniques, we identified CLCA2 and SV2B genes as novel fusion partners 
of RUNX1 in t(1;21)(p22;q22) and t(15;21)(q26;q22) translocations. We also described the 
recurrence of the USP42 and TRPS1 genes involved in t(7;21)(p22;q22) and 
t(8;21)(q23.3;q22) translocations. Chimeric fusion proteins, truncated isoforms of RUNX1, 
alteration of RUNX1 transcripts expression and overexpression of the fusion partner were 
possible outcomes of these various fusions, thus demonstrating the diversity of RUNX1 
alterations in acute leukemias. Genomic breakpoints of the recurrent RUNX1-
UPS42/USP42-RUNX1 and RUNX1-TRPS1/TRPS1-RUNX1 fusions were cloned and 
analyzed revealing typical signatures of the non-homologous end joining recombination 
mechanism at fusion junctions. Since variation in the structure and composition of these 
junctions was observed, we proposed that distinct cellular machineries would be involved 
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in the genesis of these abnormalities. Quantitative real-time PCR was performed on 
primary leukemic cells expressing these rare RUNX1 fusions. We demonstrated, for the first 
time, that similar downregulation of CEBPA and upregulation of JUP, an effector of the 
Wnt pathway, are detected in most samples studied presenting either recurrent or rare 
RUNX1 fusions. Despite an overexpression of JUP detected in each RUNX1 positive 
sample studied, other targets of the Wnt pathway like CCND1 and MYC genes were 
differently expressed in these cells, thus confirming the heterogeneity of this group of 
leukemias.  
Our expression data show that similar transcriptional targets, activated or repressed, are 
detected in cells expressing either chimeric or truncated RUNX1 proteins and establish the 
first molecular evidences suggesting that the recurrent RUNX1-RUNX1T1 and four rare 
RUNX1 fusions share common molecular deregulations. As relapse frequently occurs in 
RUNX1 positive leukemias, JUP overexpression could be of particular interest with regard 
to targeted-therapy, as demonstrated by previous work showing potential benefits of 
inhibiting the Wnt pathway in other genetic groups of acute leukemias. 
 
Keywords : RUNX1, acute leukemia, NHEJ, JUP, CEBPA 
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CHAPITRE 1  
1. Introduction  
1.1. L’hématopoïèse normale  
L’hématopoïèse est le processus de formation des cellules du sang par lequel les 
éléments matures des lignées myéloïdes et lymphoïdes sont générés à partir d’une 
population de cellules rares : les cellules souches hématopoïétiques (CSH). Les CSH se 
situent au sommet de la hiérarchie du système hématopoïétique et permettent d’initier et 
de maintenir ce système tout au long de la vie adulte.  
 
1.1.1 Ontogénie de l’hématopoïèse 
Le système hématopoïétique émerge d’abord d’une hématopoïèse primitive puis se 
maintient grâce à une hématopoïèse définitive qui assure une production continue des 
cellules matures du sang. Chez la souris, les cellules formant le système 
hématopoïétique (CSH, progéniteurs et cellules matures) apparaissent dans divers 
emplacements anatomiques extra-embryonnaires (sac vitellin ou « yolk sac », placenta, 
artères vitellines et ombilicales) et intra-embryonnaires (région aorto-gonado-
mésonéphros (AGM), foie fœtal et moelle osseuse). La première vague d’hématopoïèse, 
dérivant du sac vitellin, s’initie au jour embryonnaire E7.5 chez la souris et permet la 
production des premiers progéniteurs ainsi que des cellules primitives (érythrocytes, 
macrophages et mégacaryocytes) qui coloniseront le foie fœtal. L’hématopoïèse 
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primitive a principalement pour fonction de produire des érythrocytes primitifs nucléés 
qui assureront le transport de l’oxygène dans l’embryon grandissant.  
 
Cette première étape est rapidement remplacée par la seconde vague d’hématopoïèse, 
laquelle apparaît dans la région AGM au jour embryonnaire E9.5-10.5 murin. Dans cette 
fenêtre de temps, les premières CSH vont émerger de l’endothélium hémogénique de la 
région AGM et de la paroi des artères ombilicales et vitellines adjacentes, proliférer puis 
se maintenir par auto-renouvellement (aptitude à générer une cellule fille équivalente à 
la cellule mère) grâce aux divisions symétriques (production de deux cellules identiques 
à la cellule mère) ou asymétriques (production d’une cellule identique à la cellule mère 
et d’une cellule différenciée) (Zovein et al., 2008; Chen et al., 2009; Gekas et al., 2010; 
Lam et al., 2010). Le placenta contribue également à l’émergence des CSH et à la 
colonisation des autres sites extra-embryonnaires (sac vitellin, artères vitellines et 
ombilicales) où une prolifération et une expansion des CSH embryonnaires sera 
observée (Orkin and Zon 2008; Gekas et al., 2010; Lee et al., 2010). Au jour E11.5, les 
CSH convergent vers le foie fœtal où il y aura prolifération, différenciation et production 
d’érythrocytes matures et des autres cellules fonctionnelles du sang. L’hématopoïèse 
définitive va finalement s’établir de façon permanente, pour le reste de la vie adulte, 
dans la moelle osseuse (Dzierzak and Speck 2008; Orkin and Zon 2008; Ottersbach et 
al., 2009; Swiers et al., 2010).  
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1.1.2 Cellules souches hématopoïétiques (CSH), progéniteurs et cellules 
matures 
Les CSH adultes représentent une population très rare de cellules logées dans la moelle 
osseuse qui ne prolifèrent que sous des conditions précises hautement régulées. 
Contrairement aux CSH embryonnaires qui conservent une constante habileté d’auto-
renouvellement, des études réalisées chez la souris ont démontré que les CSH adultes 
étaient majoritairement quiescentes. Fonctionnellement, les CSH adultes sont définies 
par leur capacité à reconstituer le système hématopoïétique d’un hôte ayant subi une 
irradiation totale, démontrant ainsi leur capacité de différenciation multilignée 
(multipotence) et leur potentiel d’auto-renouvellement (Mayani et al., 2009). Sur la base 
d’études de transplantation réalisées chez la souris, des cellules souches ayant un 
potentiel de repopulation post-transplantation à long terme (LT-CSH ; repopulation 
détectable à partir de la 2ième semaine et persistant le long de la vie de la souris), 
intermédiaire (IT-CSH ; repopulation allant de la 2ième semaine, déclinant à partir de la 
8ième semaine et s’épuisant totalement après un maximum de 20 semaines) et à court 
terme (ST-CSH ; repopulation allant jusqu’à 6 semaines) ont été décrites (Benveniste et 
al., 2010; Doulatov et al., 2012). 
 
Par différenciation, les CSH donnent naissance aux progéniteurs multipotents (MPP) qui 
vont ensuite engendrer les progéniteurs communs dédiés à une seule lignée cellulaire, 
soit myéloïde (CMP) ou lymphoïde (CLP). Ces progéniteurs immatures ne sont pas 
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capables d’auto-renouvellement et auront un potentiel de différenciation de plus en plus 
limité au fur et à mesure de la progression vers des stades plus terminaux (Fig. 1.1). 
 
 
Figure 1.1. Hiérarchie du système hématopoïétique. Représentée au sommet de la 
pyramide de différenciation : la cellule souche hématopoïétique (CSH) à long terme 
(LT-CSH) et à court terme (ST-CSH). S’en suivent les progéniteurs myéloïdes communs 
(CMP), les progéniteurs lymphoïdes communs (CLP), les différents progéniteurs 
engagés (CFU-GEMM « colony-forming unit-granulocytes, erythrocytes, monocytes 
and megakaryocytes » ; MEP, progéniteur mégacaryocytes-érythrocytes ; GMP, 
progéniteur granulocytes-monocytes) et les cellules plus matures constituant le système 
hématopoïétique. NK, « natural killer ».  
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La différenciation et la maturation des progéniteurs mènent ultimement à la production 
d’éléments matures capables de réaliser les fonctions essentielles du système 
hématopoïétique. Ces éléments matures incluent les plaquettes (thrombocytes), les 
globules rouges (érythrocytes), les globules blancs (leucocytes) dont les lymphocytes B, 
T et les cellules NK « natural killer », les granulocytes (neutrophiles, éosinophiles et 
basophiles), les monocytes et les macrophages (Fig. 1.1). Les plaquettes sont requises 
dans le processus d’hémostase tandis que les érythrocytes assurent le transport de 
l’oxygène et du dioxyde de carbone dans l’organisme. Les granulocytes défendent 
l’organisme contre les pathogènes et les lymphocytes maintiennent le système 
immunitaire. Chacune de ces cellules va apparaître, circuler et/ou se loger dans les 
différents compartiments formant le système hématopoïétique adulte (moelle osseuse, 
sang, rate, thymus et ganglions) afin de maintenir et de garantir le bon fonctionnement 
de l’organisme. 
 
1.1.3 Le microenvironnement ou niche des CSH 
La balance entre la prolifération ou la quiescence et l’auto-renouvellement ou la 
différenciation des CSH relève et dépend du microenvironnement de ces cellules. La 
niche représente une localisation anatomique définie où les CSH résident et intègrent 
diverses stimulations intrinsèques ou extrinsèques afin d’influencer leur comportement 
(Ferraro et al., 2010). La moelle osseuse est une niche spécialisée constituée d’une 
matrice extracellulaire, de cellules stromales, de vaisseaux sanguins et d’influx nerveux. 
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Dans la moelle osseuse, les CSH réalisent une vaste gamme d’interactions avec 
différents types cellulaires dont, entre autres, les ostéoblastes, les chondrocytes et les 
cellules endothéliales ainsi qu’avec des molécules sécrétées par les divers constituants 
de la niche (ex : facteurs de croissance, calcium, etc.). Les interactions avec ces cellules 
variées ou avec la matrice ainsi que l’intégration par la CSH de signaux extracellulaires 
lui permettent de réguler ses fonctions. Les voies de signalisation Wnt/β-catenin 
(CTNNB1), « bone morphogenetic protein » (BMP), NOTCH/Delta et plusieurs facteurs 
de croissance dont le facteur de croissance des fibroblastes (FGF) et le facteur de 
croissance des cellules endothéliales vasculaires (VEGF) sont d’importants modulateurs 
de la fonction et du maintien des CSH (Orkin and Zon 2008; Ferraro et al., 2010).  
 
1.1.4 Régulation de l’hématopoïèse  
Le maintien du système hématopoïétique est essentiel au bon fonctionnement de 
l’organisme et implique un large spectre de protéines. De façon intéressante, plusieurs 
acteurs réalisant des fonctions essentielles dans l’hématopoïèse normale ont d’abord été 
identifiés par leur implication dans différentes translocations chromosomiques et autres 
anomalies génétiques dans les cancers hématologiques. Représentant majoritairement 
des facteurs ou co-facteurs de la transcription, ces acteurs regroupent notamment 
RUNX1 (anciennement nommé AML1 ou PEBP2αB), TAL1 (anciennement nommé 
SCL), LMO2, MLL et ETV6 (anciennement nommé TEL) (Orkin and Zon 2008).  
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La régulation de l’hématopoïèse par cet important groupe de facteurs de transcription est 
complexe et notre compréhension de ces mécanismes est incomplète. Certains de ces 
facteurs sont nécessaires à la formation du système hématopoïétique et à l’émergence 
des CSH lors de l’embryogenèse. Ils peuvent également avoir une toute autre fonction 
dans l’hématopoïèse adulte, et ce, dépendamment du contexte cellulaire. Par exemple, 
RUNX1 est un facteur de transcription essentiel à la génération des CSH dans la région 
AGM chez l’embryon (Chen et al., 2009) alors qu’il affecte plutôt la différenciation et la 
maturation des lignées hématopoïétiques chez l’adulte (Ichikawa et al., 2004). De plus, 
selon le type cellulaire dans lequel il s’exprime, RUNX1 peut réguler de façon opposée, 
l’expression de certains gènes à un même stade de développement. Par exemple, 
l’expression du gène SPI1/PU.1 est normalement réprimée par RUNX1 dans les 
progéniteurs mégacaryocytes-érythrocytes (MEP) et un bas niveau d’expression est 
maintenu jusqu’aux cellules matures afin de favoriser la biogenèse des plaquettes 
(Huang et al., 2008). À l’opposé, l’expression de SPI1 est activée par RUNX1 dans les 
CMP et dans les progéniteurs granulocytes-macrophages (GMP) afin de favoriser la 
différenciation granulocytaire, ce qui démontre la diversité et la complexité de ce réseau 
de régulation (Huang et al., 2008).  
 
D’autres facteurs tels que SPI1, CEBPA, GFI1 et GATA1 jouent aussi un rôle au niveau 
des cellules plus engagées et sont requis pour la différenciation des lignées spécifiques. 
L’expression plus restreinte de ces facteurs, selon un dosage précis, assure l’expression 
adéquate des gènes nécessaires au développement des lignées hématopoïétiques et 
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favorise la différenciation, tel que démontré par la régulation de l’expression de SPI1 par 
RUNX1. Par exemple, l’interaction entre les facteurs CEBPA (lignée granulocytaire : 
CEBPA+/GATA1-) et GATA1 (lignée mégacaryocytaire/érythroïde : CEBPA-/GATA1+) 
permet de contrôler la différenciation granulocytaire ou érythroïde et c’est la 
concentration relative de chacun des facteurs qui dictera le choix de la lignée 
(Koschmieder et al., 2009). Les interactions entre ces différents facteurs de transcription 
sont multiples et encore peu comprises (Orkin and Zon 2008; Wilson et al., 2010). 
Cependant, il est maintenant bien démontré que la dérégulation de l’expression et/ou la 
présence d’anomalies génétiques ciblant ces importants régulateurs peuvent perturber la 
différenciation normale des cellules hématopoïétiques et favoriser l’apparition de 
néoplasies du système hématopoïétique. 
 
1.2. La leucémie : un cancer des cellules du sang 
Le mot « leucémie » désigne un groupe hétérogène de cancers affectant plus 
spécifiquement les leucocytes du sang et de la moelle osseuse. Dans cette maladie, les 
cellules subissent un arrêt du processus de différenciation menant à une accumulation de 
cellules immatures anormales nommées blastes. Ces cellules blastiques prolifèrent 
rapidement de façon non contrôlée, envahissent progressivement la moelle et le sang et 
infiltrent graduellement d’autres organes incluant la rate, le foie et les ganglions. L’arrêt 
de maturation et la prolifération massive de blastes aboutissent à une production 
insuffisante des éléments matures du sang (leucocytes, érythrocytes et thrombocytes), 
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causant l’apparition de signes cliniques évocateurs dont la susceptibilité accrue aux 
infections (neutropénie), la fatigue (anémie) et des saignements (thrombocytopénie). La 
leucémie se présente sous différents aspects, selon le type cellulaire (lignée myéloïde ou 
lymphoïde) et l’évolution (leucémie aiguë ou chronique) de la maladie.  
 
1.2.1 Incidence et pronostic 
Selon les statistiques 2011 de la Société canadienne du cancer (www.cancer.ca), la 
leucémie représente le huitième cancer le plus diagnostiqué et la sixième cause de décès 
par cancer chez l’homme. Chez la femme, cette maladie occupe le dixième et le 
septième rang en terme d’incidence et de mortalité respectivement. On estime à plus de 
5000 le nombre de nouveaux cas de leucémies diagnostiqués en 2011 chez l’adulte et à 
2500 le nombre de décès reliés à cette maladie au Canada. Chez le jeune adulte (15-29 
ans ; statistiques de 2009), la leucémie se classe parmi les cancers les plus courants 
(lymphomes, cancers de la thyroïde, tumeurs des cellules germinales et leucémies) et 
représente la première cause de décès par cancer, tout sexe confondu. Chez le jeune 
enfant (0-14 ans ; statistiques de 2008), la leucémie est le cancer le plus répandu et se 
classe au second rang en terme de décès par cancer.  
 
L’incidence, le type de leucémie et le pronostic de la maladie sont particulièrement 
influencés par l’âge. En effet, la leucémie aiguë lymphoïde de la lignée B (LAL-B) est le 
type prédominant de leucémie chez l’enfant (~85 % de LAL versus 15 % de leucémie 
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aiguë myéloïde (LAM)) et est associée à une excellente survie à long terme de 87 % 
(Moorman et al., 2010). En contrepartie, la LAM représente le principal type de 
leucémie aiguë chez l’adulte (80 % de LAM versus 20 % de LAL) et un taux de survie 
inférieur à 40 % est décrit pour cette hémopathie (Deschler and Lubbert 2006).  
 
1.2.2 Facteurs de risque des cancers hématologiques  
Plusieurs facteurs de risques exogènes (environnementaux, expositions occupationnelles, 
infectieux) ou endogènes (composante génétique) sont associés à un risque accru de 
développer des cancers hématologiques dont la leucémie. Parmi les facteurs 
prédisposants, on note un âge avancé (> 60 ans), une histoire de néoplasie 
hématologique, certains syndromes génétiques, l’exposition à certains virus, bactéries ou 
produits chimiques et des antécédents de traitements de radiothérapie ou de 
chimiothérapie (Deschler and Lubbert 2006; Belson et al., 2007). Par exemple, 
l’administration de chimiothérapie adjuvante dans les cancers du sein s’associe à un 
risque jusqu’à cinq fois plus élevé de développer un syndrome myélodysplasique (SMD) 
ou une LAM secondaire à une chimiothérapie antérieure (t-SMD/LAM). Cependant, ce 
risque demeure globalement faible et le bénéfice du traitement surpasse les risques 
(Azim et al., 2011). Notons aussi que l’exposition chronique à des carcinogènes tel que 
le benzène prédispose à l’apparition de leucémie (risque ~1,4 fois supérieur (Khalade et 
al., 2010)). Un risque fortement augmenté de leucémies aiguës et de cancers 
hématologiques est aussi spécifiquement rapporté chez les patients atteints d’anémie de 
  
 
11
Fanconi (~30-40 % des cas développeront une hémopathie maligne avant l’âge de 40 ans 
(Mace et al., 2007; Quentin et al., 2011)), de syndrome de Down (risque de 10 à 20 fois 
plus élevé de leucémies dans cette population) ou d’ataxie télangiectasie (35 % de 
cancers avant l’âge de 20 ans dont 50 % sont des lymphomes et 30 % des leucémies 
lymphoïdes (Bott et al., 2006)). Enfin, une prédisposition aux leucémies est également 
décrite dans les familles porteuses de mutations germinales des gènes RUNX1, CEBPA 
et plus récemment de GATA2 (Smith et al., 2004; Owen 2010; Hahn et al., 2011). 
D’autres facteurs de risques sont plus faiblement corrélés au développement de 
leucémies dont l’exposition maternelle aux insecticides lors de la grossesse (Van Maele-
Fabry et al., 2010) et l’exposition à des inhibiteurs environnementaux de l’ADN 
topoisomérase II (TOP2) dont les bioflavonoïdes (Strick et al., 2000; Barjesteh van 
Waalwijk van Doorn-Khosrovani et al., 2007).  
 
1.3 Classification et génétique des leucémies aiguës  
La classification des leucémies aiguës a débuté avec l’introduction de la classification 
French-American-British (FAB) en 1976 laquelle se basait sur des critères 
morphologiques et immunophénotypiques uniquement (Bennett et al., 1976; Lee et al., 
1987). Cette classification reconnaît sept types morphologiques de LAM [avec 
différenciation minimale (M0), sans maturation (M1), avec maturation (M2), 
promyélocytaire (M3), myélomonocytaire (M4), monoblastique/monocytaire (M5), 
érythrocytaire (M6) et mégacaryocytaire (M7)] et trois types de LAL [petites cellules 
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uniformes (L1), larges cellules hétérogènes (L2) et larges cellules uniformes avec 
vacuoles (L3)]. Depuis, plusieurs anomalies génétiques ont été découvertes puis 
associées à des morphologies plus particulières, permettant l’émergence de nouveaux 
groupes de leucémies aiguës. Citons, par exemple, l’association entre l’inversion du 
chromosome 16 [inv(16)(p13q22)] et la présence d’une leucémie myélomonocytaire 
avec éosinophiles anormaux dans la moelle osseuse (LAM M4Eo). Ainsi, une 
classification des leucémies aiguës basée sur des critères morphologiques, 
immunophénotypiques, cliniques et génétiques a été proposée par le « World Health 
Organization » (WHO) et est maintenant la référence en matière de classification des 
cancers hématologiques (Swerdlow et al., 2008).  
 
1.3.1 Génétique des LAM de novo 
Plusieurs anomalies génétiques sont reconnues comme des facteurs pronostiques 
indépendants dans les LAM. Ces anomalies se classent selon trois groupes 
pronostiques : favorable, intermédiaire et défavorable. La table 1.1 rapporte les données 
de survie globale à 10 ans pour les individus âgés de moins de 60 ans atteints de LAM 
(Grimwade et al., 2010). Outre la génétique qui demeure un facteur prédictif de survie 
indépendant, l’âge (> 60 ans : défavorable), le décompte des leucocytes et une histoire 
de néoplasie hématologique antérieure (LAM secondaire : défavorable) sont aussi 
importants. 
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Pronostic Anomalie génétique Gène de fusion Fréquence Survie globale à 10 ans
Favorable t(15;17)(q24;q21) PML-RARA 13% 81 %
t(8;21)(q22;q22) RUNX1-RUNX1T1 7% 61 %
inv(16)(p13.1q22)/ 
t(16;16)(p13.1;q22)
CBFB-MYH11 5% 55 %
Intermédiaire t(9;11)(p22;q23) MLL-MLLT3/AF9 1% 39 %
caryotype normal - 41% 38 %
Défavorable t(11q23)             
(excluant t(9;11))
MLL-gènes partenaires ~4% 22% (variable selon 
l'anomalie)
t(6;9)(p23;q34) DEK-NUP214/CAN 1% 27 %
inv(3)(q21q26.2) RPN1-EVI1 1% 3 %  
Table 1.1 Fréquence et survie globale à 10 ans des principales anomalies génétiques 
des leucémies aiguës myéloïdes de l’adulte âgé entre 16 et 59 ans. Données tirées de 
Grimwade et coll., Blood. 2010 Jul 22;116(3):354-65. 
 
1.3.2. Génétique des néoplasies myéloïdes secondaires à la 
chimiothérapie  
Les LAM secondaires à une chimiothérapie antérieure ou « therapy-related » (t-LAM) 
comptent pour 10 à 20 % des LAM et sont des maladies de mauvais pronostic associées 
à une survie moyenne de moins de 10 % à 5 ans (Swerdlow et al., 2008). 
Traditionnellement, ces t-LAM étaient divisées en leucémies secondaires à un traitement 
par des inhibiteurs de la TOP2 (par exemple : épipodophyllotoxines et anthracyclines) 
ou en leucémies secondaires à un traitement par des agents alkylants (par exemple : 
melphalan, cyclophosphamide, cisplatin et busulfan). Dû à l’utilisation combinée de 
plusieurs chimiothérapies dans le traitement actuel des leucémies et autres cancers, cette 
classification se base maintenant davantage sur l’anomalie génétique plutôt que sur le 
traitement reçu (Swerdlow et al., 2008).  
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Les leucémies secondaires aux inhibiteurs de la TOP2, représentant 20-30 % des t-LAM, 
sont associées à une courte latence et se développent à l’intérieur d’une période de 1 à 5 
ans, sans histoire de syndrome myélodysplasique. Ce type de maladie est principalement 
caractérisé par la présence de translocations chromosomiques impliquant les gènes MLL 
(11q23) et RUNX1, quoique des réarrangements de CBFB (16q22), RARA (17q21) et 
NUP98 (11p15) sont aussi décrits. Globalement, les leucémies secondaires avec 
réarrangements de RUNX1 ont une survie globale à 5 ans de 18 % et une survie médiane 
d’environ 14 mois (Slovak et al., 2002). À l’intérieur de ce groupe d’anomalies de 
RUNX1, une survie médiane hétérogène est observée selon le partenaire de translocation, 
allant de 17 mois pour les t(8;21)(q22;q22) à moins de 5 mois pour les réarrangements 
de RUNX1 avec des partenaires plus rares (Slovak et al., 2002). Étant beaucoup plus 
fréquentes (80-85 % des t-LAM), les leucémies secondaires aux agents alkylants 
apparaissent à l’intérieur d’une période de 5 à 10 ans post-traitement et sont associées à 
un pronostic très défavorable. Ces leucémies sont souvent précédées d’un syndrome 
myélodysplasique et sont associées à des anomalies non balancées des chromosomes 5 
et/ou 7 et à des caryotypes complexes (Qian et al., 2010).  
 
1.3.3 Génétique des LAL de novo de la lignée B 
De façon similaire aux LAM, les anomalies génétiques sont de précieux indices 
appuyant le diagnostic et sont d’importants facteurs prédictifs de survie dans les LAL-B. 
Les anomalies génétiques retrouvées chez l’enfant et chez l’adulte sont partagées, mais 
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représentées à des fréquences variables (Tables 1.2-1.3). Une stratification pronostique 
en trois groupes est décrite chez l’enfant (pronostic favorable, intermédiaire et 
défavorable). Toutefois, aucune anomalie ne possède de réel pronostic favorable dans les 
LAL-B de l’adulte. En effet, le taux de survie globale est faible dans cette maladie chez 
l’adulte (37 % à 10 ans) et les données spécifiques à certains groupes génétiques sont 
encore limitées, vu la plus faible incidence des LAL (75 % de LAL-B et 25 % de LAL-
T) par rapport aux LAM dans cette population. En plus de la génétique, l’âge (< 1 an et 
> 10 ans pour les LAL-B : pronostic défavorable), le décompte des leucocytes 
(> 30 x109/L pour les LAL-B : pronostic défavorable) et l’immunophénotype (le type T 
étant plutôt de pronostic intermédiaire avec une survie globale à 5 ans de 48 %) (Marks 
et al., 2009) représentent des facteurs prédictifs importants qui ont un impact sur la 
survie des patients atteints de LAL.  
 
Pronostic Anomalie génétique Gène de fusion Fréquence Survie globale à 5 ans
Favorable t(12;21)(p13;q22) ETV6/TEL-RUNX1 25% 96%
Hyperdiploïdie élevée     
(51-65 chromosomes)
- 38% 93%
Intermédiaire t(1;19)(q23;p13) TCF3/E2A-PBX1 4% 84%
Défavorable Amplification de RUNX1 - 2% 69%
Réarrangements de MLL MLL-gènes partenaires 2% 60%
t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 3% 58%
Hypodiploïdie                
(30-39 chromosomes)
- 1% 50%
Near-haploïdie            
(<30 chromosomes)
- 1% 40%
 
Table 1.2. Fréquence et survie globale à 5 ans des principales anomalies génétiques 
des leucémies aiguës lymphoblastiques de la lignée B de l’enfant âgé entre 1 et 18 
ans. Données tirées de Moorman et coll., Lancet Oncol. 2010 May;11(5):429-38. 
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Pronostic Anomalie génétique Gène de fusion Fréquence Survie globale à 5 ans Nb patients
Intermédiaire t(12;21)(p13;q22) ETV6/TEL-RUNX1 2%* 57%* 10 Ph-*
Hyperdiploïdie élevée 
(51-65 chromosomes)
- 10% 53% 77 Ph-
t(1;19)(q23;p13) TCF3/E2A-PBX1 3%, 5%* 32% et 51%* 24 Ph-, 23 Ph-*
Délétion partielle 9p21 - 9% 58% 71 Ph-
Défavorable t(9;22)(q34;q11) BCR-ABL1 19% 22% 267 Ph+
t(4;11)(q21;q23) MLL-AFF1/AF4 7% 24% 54 Ph-
t(8;14)(q24;q32) IGH-MYC 2% 13% 16 Ph-
Caryotype complexe     
(5 anomalies ou plus)
- 5% 28% 41 Ph-
Hypodiploïdie/near-
triploïdie (Ho-Tr)
- 4% 22% 31 Ph-
 
Table 1.3. Fréquence et survie globale à 5 ou 10 ans des principales anomalies 
génétiques des leucémies aiguës lymphoblastiques de la lignée B de l’adulte âgé 
entre 15 et 65 ans. Le nombre de patients dans chaque groupe génétique (Nb patients) 
avec (Ph+) ou sans (Ph-) chromosome Philadelphie est indiqué. Les survies globales 
relatives à une période de 5 ans ont été tirées de Moorman et coll., Blood. 2007 Apr 
15;109(8):3189-97. Les survies globales relatives à une période de 10 ans ainsi que le 
nombre de patients avec fusion ETV6-RUNX1 ou TCF3-PBX1 (marqués par *) ont été 
tirées de Burmeister et coll., Haematologica. 2010 Feb;95(2):241-6.  
 
1.3.4 Génétique des leucémies aiguës à phénotype mixte « MPAL »  
La leucémie aiguë à phénotype mixte (MPAL) est une entité pouvant exprimer des 
antigènes d’au moins deux lignées différentes sur une même cellule blastique, sur des 
populations blastiques distinctes ou une combinaison des deux. La fusion des gènes BCR 
et ABL1, résultant de la t(9;22)(q34;q11.2), est détectée dans 30 % des MPAL 
(Weinberg and Arber 2010). La MPAL avec fusion BCR-ABL1 est une entité rare de très 
mauvais pronostic qui représente moins de 1 % de l’ensemble des leucémies aiguës (Xu 
et al., 2009). La t(9;22)(q34;q11.2) génère des protéines chimériques BCR-ABL1, 
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lesquelles acquièrent une activité tyrosine kinase constitutive permettant l’activation de 
plusieurs voies de signalisation affectant la prolifération, la survie, l’adhésion cellulaire 
et la migration (Quintas-Cardama and Cortes 2009). Des réarrangements du gène MLL 
menant à la création des fusions MLL-AFF1/AF4, MLL-MLLT3/AF9 et MLL-ENL sont 
aussi décrits dans ce type de leucémie. 
 
1.4. L’hématopoïèse leucémique : l’importance de la cellule 
souche leucémique 
Notre compréhension du processus de leucémogenèse s’est grandement améliorée grâce 
à la découverte des différentes anomalies chromosomiques à partir des années 1960. Il 
est maintenant accepté que la LAM est un désordre complexe d’ordre génétique. Plus 
d’une centaine de gènes de fusion (produit anormal engendré lors d’une fusion de deux 
séquences codantes provenant de gènes différents) ciblant plus fréquemment les gènes 
MLL, ETV6, NUP98 et RUNX1 ont spécifiquement été décrits dans les LAM (Mitelman 
et al., 2007) et de nouvelles anomalies génétiques sont continuellement rapportées 
(mutations, translocations, délétions, etc.). Ces anomalies chromosomiques sont 
généralement décrites comme des évènements primaires transformants capables d’initier 
le développement hématopoïétique anormal. Pour qu’une cellule leucémique persiste, 
celle-ci doit être en mesure d’acquérir un avantage prolifératif en outrepassant les 
différents contrôles régulant l’hématopoïèse normale. 
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Il a été proposé que cet avantage prolifératif, se traduisant par une prolifération non 
contrôlée et un arrêt de maturation des cellules blastiques, puisse être relié à l’auto-
renouvellement. En effet, plusieurs évidences supportent que la LAM soit une maladie 
des cellules souches hématopoïétiques initiée par une cellule souche leucémique (CSL) 
dite « leukemia-initiating cell » (LIC) (Lapidot et al., 1994; Bonnet and Dick 1997). 
Située au sommet de la hiérarchie, la LIC serait la contrepartie anormale de la CSH et 
posséderait une capacité d’auto-renouvellement à long terme lui permettant d’initier et 
de soutenir le phénotype leucémique (Fig. 1.2) (Mayani et al., 2009). Une étude réalisée 
par Bonnet et Dick a suggéré, pour la première fois, l’existence des LIC dans les LAM. 
En effet, ces auteurs ont démontré qu’une population de cellules immatures 
CD34+/CD38- isolées de tous les types morphologiques de LAM humaine, à l’exception 
de la leucémie promyélocytaire aiguë (LPA), pouvait reproduire une leucémie dans un 
modèle murin NOD/SCID « nonobese diabetic/severe combined immunodeficiency » 
(Bonnet and Dick 1997; Wojiski et al., 2009), suggérant ainsi l’existence des LIC. 
Malgré cette démonstration, la nature de la CSL/LIC de la LAM demeure encore 
imprécise. Cette origine cellulaire s’appuie également sur plusieurs études qui ont 
démontré que différents types cellulaires (CSH ou progéniteurs) étaient capables 
d’initier et de soutenir un phénotype leucémique dans une souris receveuse. En fait, 
l’étude des gènes de fusion MLL-MLLT3/AF9 (Krivtsov et al., 2006), MLL-ENL (Cozzio 
et al., 2003) et MOZ-TIF (Huntly et al., 2004), exprimés au sein de progéniteurs GMP 
par une méthode d’infection rétrovirale, a démontré que ces chimères étaient capables de 
rétablir le phénotype d’une cellule souche dans ces progéniteurs initialement dépourvus 
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de cette caractéristique. Or, une récente publication étudiant la fusion MLL-MLLT3/AF9 
à partir de son propre promoteur dans un modèle murin de type « knock-in » a suggéré 
que seules les CSH et les CMP MLL-MLLT3+ étaient capables d’induire une leucémie 
dans des souris irradiées alors que les GMP ne possédaient pas cette capacité (CSH> 
CMP> GMP) (Chen et al., 2008). Malgré les conclusions contradictoires de ces études 
quant à l’origine de la CSL/LIC, son existence dans la LAM est cependant bien 
acceptée.  
 
 
Figure 1.2. Évènements transformants possibles menant au développement de la 
leucémie aiguë myéloïde (LAM). Une cellule souche leucémique (CSL) peut être 
générée par la transformation d’une cellule souche hématopoïétique (CSH) possédant 
déjà une capacité d’auto-renouvellement ou peut survenir par la transformation d’un 
progénieur si l’évènement transformant procure à cette cellule la capacité d’auto-
renouvellement. CMP, progéniteur commun myéloïde ; GMP, progéniteur granulocyte-
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macrophage ; MEP, progéniteur mégacaryocytaire-érythroïde. Figure reproduite et 
adaptée de Semin Oncol, 35(4), Chan and Huntly, « Leukemia Stem Cells in Acute 
Myeloid Leukemia », 326-35, copyright 2008, avec la permission de Elsevier.  
 
1.5. RUNX1 « Runt-related transcription factor 1 » 
1.5.1 RUNX1, un maître régulateur de l’hématopoïèse 
La revue des principales anomalies cytogénétiques des leucémies aiguës démontre la 
récurrence des anomalies ciblant le complexe hétérodimérique « core binding factor » 
(CBF) [sous-unité alpha : RUNX1 ; sous-unité bêta : CBFB] et révèle, plus 
particulièrement, l’importance de RUNX1 dans la pathogenèse des leucémies aiguës, tel 
que traduit par la fréquence de ses réarrangements. Localisé à la bande chromosomique 
21q22.12, le gène RUNX1 couvre une région génomique de 260 kb et est composé de 10 
exons codants (Mikhail et al., 2006). RUNX1 appartient à la grande famille des facteurs 
de transcription et partage, avec les deux autres membres de la famille RUNX (RUNX2 
et RUNX3), un domaine RHD « Runt homology domain » hautement conservé de 128 
acides aminés qui fut initialement découvert chez la Drosophila melanogaster. Malgré 
une importante similarité de structure entre ces trois protéines, celles-ci possèdent des 
fonctions biologiques divergentes. RUNX1 est décrit tel un maître régulateur du 
développement hématopoïétique. RUNX2 joue un rôle dans la maturation des 
ostéoblastes et dans l’ostéogenèse alors que RUNX3 est impliqué dans la thymopoïèse, 
dans la maturation des lymphocytes T et dans la neurogenèse (Ito 2004). 
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Le gène RUNX1 possède deux promoteurs distincts (P1 distal et P2 proximal) permettant 
l’expression, à divers stades du développement, de plusieurs transcrits de taille et de 
composition différentes (Levanon D 2001; Levanon and Groner 2004). Les trois 
principaux transcrits de RUNX1, nommés RUNX1a, RUNX1b et RUNX1c, diffèrent 
selon leurs régions 5’ et 3’UTR « untranslated region » et codent respectivement pour 
des protéines de 250, 453 et 480 acides aminés (Fig. 1.3).  
 
 
Figure 1.3. Représentation schématique des transcrits de RUNX1 et de sa protéine. 
(A) Les trois transcrits (a, b et c) de RUNX1 sont représentés. Les boîtes orangées 
représentent les exons codants de RUNX1. P1, promoteur P1 distal ; P2, promoteur P2 
proximal ; MASDS, acides aminés traduits à partir du promoteur P1 ; MRIPV, acides 
aminés traduits à partir du promoteur P2 proximal. (B) Schéma de la protéine RUNX1b 
et de ses partenaires d’interaction. Le domaine RHD « Runt homology domain » (acides 
aminés 50 à 177) et le domaine de régulation transcriptionnelle, formé du domaine 
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d’activation transcriptionnelle (TAD ; TE1à TE3) et du domaine de répression 
transcriptionnelle (ID), sont schématisés. Les divers sites d’interaction avec les co-
activateurs (lignes vertes) et co-répresseurs (lignes rouges) de la transcription sont 
représentés. Les signaux NLS (signal de localisation nucléaire) et NMTS (signal de 
localisation à la matrice nucléaire ; acides aminés 351-381) sont indiqués par des lignes 
noires.  
 
Les transcrits RUNX1a, RUNX1b et RUNX1c expriment tous conjointement les exons 3 
à 5 lesquels codent pour le domaine RHD. Localisé à la partie N-terminale de la 
protéine, le RHD confère un pouvoir de liaison à l’ADN au niveau des séquences 
consensus TGT/cGGT retrouvées dans les éléments régulateurs d’une multitude de 
gènes et permet l’hétérodimérisation avec la protéine CBFB. L’hétérodimérisation 
permet une modification de la conformation du RHD ce qui confère à ce domaine une 
plus forte affinité de liaison à l’ADN. L’hétérodimérisation stabilise et protège aussi 
RUNX1 contre une dégradation par le protéasome (Huang et al., 2001; Asou 2003). Un 
signal de localisation nucléaire (NLS), retrouvé à la suite du domaine RHD, ainsi qu’un 
signal de localisation à la matrice nucléaire (NMTS), identifié dans la partie C-terminale 
de la protéine (acides aminés 351 à 381), permettent à RUNX1 sauvage de s’associer à 
la matrice nucléaire et de s’exprimer sous forme de signal ponctué au sein des foci 
d’activation transcriptionnelle (Zeng et al., 1997; Zeng et al., 1998). Le domaine de 
régulation transcriptionnelle (TAD/ID) est composé de trois régions d’activation 
transcriptionnelle, TE3 (acides aminés 243-291), TE1 (acides aminés 291-331) et TE2 
(acides aminés 331-371), lesquelles sont codées par les exons 7b et 8 de RUNX1 alors 
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qu’une région d’inhibition transcriptionnelle s’exprime à la toute fin de la protéine 
(acides aminés 371-411) (Fig. 1.3B) (Ito 1999; Ito 2004). Les domaines RHD et 
TAD/ID sont tous deux exprimés par les isoformes résultant des transcrits RUNX1b et 
RUNX1c, lesquels diffèrent par la présence de 27 acides aminés codés par les exons 1 et 
2 du transcrit RUNX1c. Dû à l’utilisation alternative de l’exon 7a, le transcrit RUNX1a 
code pour une plus petite protéine ne conservant que le RHD. RUNX1b est la forme 
prédominante exprimée et représente, si non autrement spécifié, le transcrit de référence. 
 
RUNX1 est un régulateur transcriptionnel qui active ou réprime la transcription de 
plusieurs gènes cibles, selon le contexte cellulaire et le stade de développement. Seul, 
RUNX1 n’a qu’un faible pouvoir régulateur. Une coopération avec plusieurs protéines 
est requise afin de réaliser son plein potentiel activateur/répresseur. Ainsi, des séquences 
consensus d’autres facteurs de transcription incluant les facteurs CEBPA, MYB, SPI1 et 
GATA1 sont souvent retrouvées près des éléments de liaison de RUNX1 afin d’agir en 
synergie et de collaborer à la régulation des cibles de ce facteur de transcription (Mikhail 
et al., 2006). En plus de ces interactions en cis, d’autres co-régulateurs peuvent agir par 
association directe à RUNX1 (en trans) afin de moduler et d’influencer son potentiel 
régulateur. Par exemple, le recrutement par RUNX1 de co-activateurs tels que 
p300/CBP, P/CAF et MOZ engendre l’ouverture de la chromatine par acétylation des 
histones et favorise la transcription de ces cibles (Fig. 1.4) (Kitabayashi et al., 1998). Les 
gènes codant pour l’interleukine-3 (IL3), le GM-CSF, le récepteur du M-CSF (CSF1R), 
la myéloperoxidase (MPO), la neutrophile élastase (NE), la granzyme B, les sous-unités 
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du récepteur des cellules T, l’IL2, SPI1, MYB, FLT3 et P14ARF sont quelques-unes des 
cibles directes d’activation transcriptionnelle dépendantes de RUNX1 (Fig. 1.4). 
 
Malgré qu’il soit surtout connu comme un activateur de la transcription, RUNX1 peut 
aussi recruter des co-répresseurs dont mSIN3A, Ear-2 et TLE et réprimer l’expression de 
certains gènes cibles. Par exemple, mSIN3A peut lier la portion centrale de la protéine et 
permettre le recrutement d’autres répresseurs tels que les histones déacétylases 
(HDACs), ce qui renforce l’activité répressive de RUNX1. Le domaine RHD peut aussi 
lier l’histone lysine méthyltransférase SUV39H1 ce qui entraîne une diminution de 
l’affinité de liaison de RUNX1 à l’ADN et une diminution de la transcription de ses 
cibles par méthylation (Soumen Chakraborty 2003). Les gènes CDKN1A 
(P21/WAF1/CIP1) et SPI1 (spécifiquement dans les MEP) sont des exemples de cibles 
de répression transcriptionnelle directe de RUNX1 (Fig. 1.4) (Huang et al., 2008).  
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Figure 1.4. Environnement transcriptionnel de RUNX1. Modulation de l’activité 
transcriptionnelle de RUNX1 via des interactions tissus-spécifiques entre des co-
activateurs et des co-répresseurs de la transcription, lesquels ouvrent ou condensent 
respectivement la chromatine au niveau des gènes cibles de RUNX1. Une liste non 
exhaustive des cibles d’activation ou de répression identifiées à ce jour est représentée. 
 
Ces interactions sont également régies par une variété de modifications post-
traductionnelles incluant la phosphorylation, l’ubiquitination, l’acétylation et la 
méthylation et ces modifications permettent la stabilisation ainsi que la modulation du 
pouvoir transcriptionnel de la protéine RUNX1 (Huang et al., 2001; Imai et al., 2004; 
Zhao et al., 2008). Cette modulation de la balance entre l’activation et la répression 
transcriptionnelle dépendante de RUNX1 est aussi influencée par l’expression des 
différentes isoformes qui, par leur composition variable, suggèrent des fonctions 
différentes et/ou complémentaires. En fait, il a été démontré que les isoformes RUNX1b 
et RUNX1c agissent de façon similaire, tel des activateurs transcriptionnels. Cependant, 
la courte forme RUNX1a, laquelle n’exprime pas le domaine TAD/ID, semble posséder 
une plus grande affinité de liaison à l’ADN et agir de façon dominante négative sur 
l’isoforme RUNX1b, réprimant plutôt la transcription (Tanaka et al., 1995; Mikhail et 
al., 2006). Toutefois, le très petit nombre d’études traitant de la fonction de ces 
isoformes ne nous permet pas de confirmer avec certitude ces fonctions proposées.  
 
En résumé, l’ensemble de ces interactions décrites avec RUNX1 démontrent clairement 
que le complexe hétérodimérique CBF fonctionne tel un organisateur transcriptionnel 
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qui recrute des facteurs tissus-spécifiques à l’intérieur de larges complexes nucléaires 
afin de moduler, soit par activation ou par répression, la transcription de ses cibles. 
L’environnement protéique de cet important facteur de transcription influence donc 
fortement sa fonction de régulateur des différents programmes d’expression de 
l’hématopoïèse normale. 
 
1.5.2 Étude des fonctions de RUNX1 par les modèles murins 
1.5.2.1. Contexte embryonnaire 
Pour étudier les différentes fonctions de RUNX1, divers modèles murins ont été réalisés. 
Ces études ont permis de confirmer que les fonctions de RUNX1 sont régies par le stade 
de développement (embryonnaire ou adulte) et par le type cellulaire dans lequel il 
s’exprime (Table 1.4).  
 
Chez la souris, Runx1 s’exprime très tôt lors du développement embryonnaire dans les 
sites d’initiation de l’hématopoïèse (sac vitellin, artères ombilicales et vitellines, région 
AGM et foie fœtal) laissant suggérer un rôle joué par ce facteur de transcription dans 
l’élaboration de l’hématopoïèse (North et al., 1999). En effet, il a été démontré que la 
délétion homozygote de Runx1 (Runx1-/-) résulte en une mort embryonnaire des souris 
au jour E12.5 des suites d’hémorragies massives au niveau du système nerveux central, 
de l’espace péricardique et de la cavité péritonéale (Okuda et al., 1996; Wang et al., 
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1996a). L’absence de regroupement intra-artériel ou « intra-arterial cluster » de CSH 
dans la région AGM, l’absence de progéniteurs hématopoïétiques dans le sac vitellin et 
l’absence d’érythrocytes, de mégacaryocytes et d’éléments myéloïdes matures dans le 
foie fœtal de ces souris caractérisent ce modèle. L’absence de plaquettes circulantes et la 
présence d’une anémie résultant d’une inefficacité à produire des érythrocytes énucléés 
matures expliquent la mort des souris Runx1-/-. Malgré un défaut d’émergence de 
l’hématopoïèse définitive dans ce modèle, une ébauche d’hématopoïèse primitive 
(érythrocytes primitifs) dérivée du sac vitellin est présente (Wang et al., 1996a). Un 
phénotype similaire a été décrit pour les souris avec une délétion homozygote du gène 
Cbfb (Sasaki et al., 1996; Wang et al., 1996b), ce qui a permis de confirmer l’importance 
du complexe CBF dans l’émergence et le développement de l’hématopoïèse définitive. 
 
Le profil d’expression précoce de Runx1 dans les premiers sites d’apparition des CSH 
laisse également entrevoir un rôle essentiel de ce gène dans l’émergence des CSH. Un 
modèle hétérozygote Runx1+/- supporte qu’un dosage inadéquat de Runx1 altère 
l’émergence, la migration et le maintien des CSH au stade embryonnaire. Un dosage 
incorrect de Runx1 permet l’apparition précoce (un jour plus tôt) des CSH dans le sac 
vitellin et dans la région AGM (décalage temporel et spatial) puis engendre une 
extinction prématurée de l’activité de ces cellules dans la région AGM, menant à une 
diminution quantitative des CSH très tôt dans l’embryon Runx1+/- (Cai et al., 2000). Par 
la suite, il a été démontré que Runx1 est effectivement impliqué dans l’émergence des 
CSH à partir de l’endothélium hémogénique de la région AGM (Chen et al., 2009), 
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région où apparaissent les îlots de cellules sanguines ou « blood island » et les 
regroupements intra-artériels de cellules sanguines. En effet, c’est à l’intérieur des îlots 
sanguins/regroupements intra-artériels qu’apparaissent les progéniteurs des érythrocytes 
primitifs lesquels seront graduellement entourés des progéniteurs définitifs qui 
donneront naissance et maintiendront l’ensemble du système hématopoïétique définitif 
du fœtus et de l’adulte (Zovein et al., 2008; Chen et al., 2009). Suite à la délétion 
conditionnelle de Runx1 (Runx1f/f) dans un modèle murin, il n’y a pas formation de 
regroupements intra-artériels/îlots de cellules sanguines, ni formation de cellules 
hématopoïétiques à partir des cellules endothéliales confirmant que Runx1 régule cette 
importante étape de transition guidant l’émergence des CSH (North et al., 1999; 
Yokomizo et al., 2001; Chen et al., 2009). Ainsi, un dosage inadéquat de Runx1 peut 
contrevenir au développement des CSH et affecter le développement de l’hématopoïèse 
définitive dans l’embryon. 
 
1.5.2.2 Contexte adulte 
Chez la souris adulte, Runx1 s’exprime dans l’ensemble des tissus, excluant le cœur et le 
cerveau, avec une forte expression dans le thymus, la moelle osseuse et le sang 
(Levanon and Groner 2004). Runx1 s’exprime fortement dans les progéniteurs 
immatures et son expression diminue en fonction de la maturation des cellules 
myéloïdes et lymphoïdes T. Une plus forte expression est cependant observée dans les 
lymphocytes T CD4+ alors qu’un niveau constant est maintenu dans les lymphocytes B 
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tout au long de leur maturation. Une discrète expression de Runx1 est aussi retrouvée 
dans les progéniteurs érythroïdes précoces et cette expression diminue rapidement avec 
la maturation des érythrocytes (Lorsbach et al., 2004).  
 
De façon intéressante, un phénotype hétérozygote RUNX1+/- est décrit chez l’homme, 
lequel est caractérisé par des mutations ou des délétions germinales de RUNX1. Ces 
mutations/délétions sont à la base du désordre plaquettaire familial (FPD) ; un syndrome 
autosomal dominant rare caractérisé par une thrombocytopénie, par une diminution de la 
formation de colonies mégacaryocytaires, par des anomalies de structure des plaquettes 
et par une prédisposition aux leucémies aiguës (20 à 50 % des patients affectés 
développeront un SMD/LAM) (Owen 2010). Un risque de progression leucémique est 
particulièrement rapporté chez les individus porteurs de mutations bialléliques de 
RUNX1 (Preudhomme et al., 2009). L’association entre le développement de leucémie et 
l’altération de cet important régulateur est appuyée par la description de translocations 
chromosomiques et de mutations acquises dans des cas de leucémies aiguës, démontrant 
qu’un dosage inadéquat de RUNX1 puisse aussi altérer le développement 
hématopoïétique normal chez l’adulte (Tang et al., 2009; Schnittger et al., 2011).  
 
Tel qu’identifié chez les patients avec FPD, une légère réduction du nombre de 
plaquettes est aussi notée dans un modèle de souris adulte mimant l’haploinsuffisance de 
RUNX1 (Runx1+/-) (Sun and Downing 2004). Ce modèle est caractérisé par une 
diminution des lymphocytes T CD4+ et par une augmentation des progéniteurs 
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multilignées de même que des progéniteurs engagés. De plus, une réduction du nombre 
de LT-CSH est notée (Sun and Downing 2004).  
 
Ce phénotype est accentué chez la souris adulte suite à une délétion conditionnelle 
homozygote de Runx1 (Runx1-/-) où une thrombocytopénie est observée due à un défaut 
de la maturation des mégacaryocytes. Ce modèle possède aussi un nombre augmenté de 
progéniteurs multilignées et de progéniteurs myéloïdes et mégacaryocytaires immatures 
et est caractérisé par une expansion du compartiment myéloïde (Ichikawa et al., 2008). 
On note également une augmentation de la population immature de thymocytes double-
négatifs suivi d’une réduction des lymphocytes T CD4+ et d’un développement anormal 
des lymphocytes B, confirmant que la protéine Runx1 agisse tel un régulateur de la 
différenciation hématopoïétique chez l’adulte (Fig. 1.5) (Ichikawa et al., 2004; Growney 
et al., 2005).  
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Figure 1.5. Effet d’une délétion homozygote de Runx1 dans l’hématopoïèse adulte. 
Les flèches rouges montrent l’augmentation des populations de CSH (cellule souche 
hématopoïétique), de CMP (progéniteur commun myéloïde) et de GMP (progéniteur 
granulocyte-monocyte) alors que les lignes vertes indiquent la diminution des 
populations cellulaires matures B et T et des mégacaryocytes normaux. La perte de 
Runx1 permet une accumulation des cellules T immatures due à une transition anormale 
entre les stades double négatif DN2 (lymphocyte T double-négatif stade 2) et double 
négatif DN3 (lymphocyte T double-négatif stade 3) et permet une accumulation de 
mégacaryocytes immatures causant ultimement une réduction des plaquettes. CLP, 
progéniteur commun lymphoïde ; MEP, progéniteur mégacaryocyte-érythroïde. Figure 
reproduite et adaptée avec permission de John Wiley and Sons, J Cell Physiol, 222(2), 
282-5, « The role of Runx1/AML1 and Evi-1 in the regulation of hematopoietic stem 
cells », Kumano and Kurokawa, copyright 2010. 
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Modèle Phénotype Référence
Absence de plaquette Okuda et al., 1996
Absence d'hématopoïèse définitive Wang et al., 1996
Absence de CSH et de progéniteurs dans la région AGM
Apparition précoce des CSH Cai et al., 2000
↓ de la capacité de maintien et d'expansion des CSH dans la 
région AGM
Réduction globale de la quantité de CSH 
↓ des LT-CSH Sun and Downing, 2004
↑ des progéniteurs multilignées et des progéniteurs engagés
↓ des plaquettes et des lymphocytes T CD4+
↓ des plaquettes et des lymphocytes T CD4+ Ichiwaka et al., 2004
↑ des progéniteurs immatures et du compartiment myéloïde Growney et al., 2005
Anomalies des lymphocytes B
Runx1 -/- 
embryon
Runx1 -/- 
adulte
Runx1 +/- 
adulte
Runx1 +/- 
embryon
 
Table 1.4. Phénotypes des différents modèles murins (embryonnaires et adultes) 
avec délétions homozygotes (-/-) ou hétérozygotes (+/-) de Runx1. 
 
En résumé, ces différentes études ont permis de démontrer le rôle de Runx1 lors du 
développement de l’hématopoïèse définitive et lors de l’émergence, du maintien et de 
l’expansion des CSH chez l’embryon. Chez l’adulte, Runx1 agit plutôt comme un 
régulateur négatif de l’expansion des CSH et des progéniteurs myéloïdes qui contrôle 
davantage la différenciation terminale des lymphocytes T et la maturation des 
mégacaryocytes.  
 
1.6 Anomalies génétiques récurrentes impliquant RUNX1 
Le gène RUNX1 se démarque par son implication dans un nombre important de 
néoplasies hématologiques primaires et secondaires, autant chez l’adulte que chez 
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l’enfant. Plus spécifiquement, RUNX1 est réarrangé par translocations chromosomiques 
dans les LAM, les LAL des lignées B et T, les SMD, les leucémies myélomonocytaires 
chroniques (LMMC), les leucémies myéloïdes chroniques en phase blastique (LMC-PB) 
et les t-LAM/SMD. RUNX1 est aussi amplifié dans la LAL de l’enfant et il est délété 
(délétion germinale ou somatique) ou muté (mutation ponctuelle germinale ou 
somatique) dans le syndrome FPD et dans différentes hémopathies malignes (Beri-
Dexheimer et al., 2008; Shinawi et al., 2008; van der Crabben et al., 2010; Grossmann et 
al., 2011a). 
 
Des 57 régions chromosomiques transloquées avec RUNX1 actuellement décrites, trente 
et un partenaires/régions génomiques ont été clonés. Les gènes RUNX1T1 « Runt-related 
transcription factor 1 ; Translocated to, 1 » et ETV6 « Ets variant gene 6 », 
respectivement réarrangés dans les translocations t(8;21)(q22;q22) des LAM et 
t(12;21)(p13;q22) des LAL-B, représentent les partenaires les plus fréquents et les 
mieux étudiés. Les translocations t(3;21)(q26;q22)/fusion RUNX1-MECOM/MDS1-
EVI1, t(16;21)(q24;q22)/fusion RUNX1-CBFA2T3/MTG16 et t(1;21)(p36;q22)/fusion 
RUNX1-PRDM16 sont aussi des réarrangements récurrents, mais plus rares dans 
l’ensemble.  
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1.6.1 La translocation t(12;21)(p13;q22) et la fusion ETV6-RUNX1 
La translocation t(12;21)(p13;q22) définit le plus grand groupe génétique de LAL à 
précurseurs B chez l’enfant (25 %) et cette anomalie est associée à un excellent 
pronostic (94-96 % de survie globale à 5 ans) (Forestier et al., 2008; Moorman et al., 
2010). Toutefois, la t(12;21)(p13;q22) est une anomalie plutôt rare chez l’adulte (~2 %) 
et son impact pronostique demeure incertain (Burmeister et al., 2010). 
 
La t(12;21)(p13;q22) est une translocation cryptique qui fut décrite pour la première fois 
en 1995 par Golub et collaborateurs dans deux cas de LAL-B de l’enfant (Golub et al., 
1995). La caractérisation de cette translocation a permis d’identifier une fusion du gène 
RUNX1 et du gène ETV6 (ou TEL), lequel avait auparavant été identifié comme un 
partenaire de fusion du gène PDGFRB « platelet derived growth factor receptor beta » 
dans la t(5;12)(q33;p13) de la LMMC (Golub et al., 1994). ETV6 est réarrangé avec plus 
de 28 partenaires incluant diverses protéines kinases (PDGFRB, ABL1, JAK2, NTRK3, 
etc.) et facteurs de transcription (RUNX1, MECOM, PAX5, etc.) et ce, dans un large 
spectre de cancers hématologiques et de tumeurs solides (Bohlander 2005; Knezevich 
2005).  
 
ETV6 (240 kb, 452 acides aminés) possède huit exons qui codent pour un facteur de 
transcription nucléaire de la famille ETS « E-26 transformation-specific » (Poirel et al., 
1997). Ce facteur de transcription possède un domaine HLH « Helix-Loop-Helix » en 
position N-terminale qui lui confère une capacité d’homo/hétéro-oligomérisation et la 
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possibilité de recruter des co-répresseurs dont mSIN3A (Fenrick et al., 1999). ETV6 
possède un domaine central de répression transcriptionnelle (CR) permettant le 
recrutement de co-répresseurs de la transcription tels NCoR, HDAC3 et SMRT et 
exprime un domaine ETS hautement conservé de 80 acides aminés en position C-
terminale (Fig. 1.6B). Le domaine ETS permet la liaison à l’ADN au niveau des 
séquences consensus contenant un motif « GGAA/T » et favorise les interactions avec 
diverses protéines. Finalement, un signal NLS est décrit dans la partie C-terminale de la 
protéine, au niveau des résidus 332 à 452 (Park et al., 2006). ETV6 est essentiel pour le 
développement vasculaire chez l’embryon et est requis dans le développement de 
l’hématopoïèse définitive (Wang et al., 1997; Hock et al., 2004; Ciau-Uitz et al., 2010).  
 
Lors de la t(12;21)(p13;q22), l’exon 5 de ETV6 est fusionné à l’exon 2 de RUNX1, 
produisant un gène de fusion ETV6-RUNX1 exprimé sous le contrôle du promoteur de 
ETV6. Les points de cassure génomique de ETV6 sont regroupés presque exclusivement 
à l’intérieur de l’intron 5 tandis que la plupart des points de cassure de RUNX1 sont 
distribués à l’intérieur du vaste intron 1 (160 kb) (Fig. 1.6A) (von Goessel et al., 2009).  
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Figure 1.6. Représentation schématique du gène de fusion ETV6-RUNX1, des 
protéines sauvages ETV6 et RUNX1 et de la chimère de fusion ETV6-RUNX1. (A) 
Le gène ETV6-RUNX1 fusionne l’exon 5 de ETV6 à l’exon 2 de RUNX1. Les points de 
cassures génomiques sont localisés dans l’intron 5 de ETV6 et l’intron 1 de RUNX1. Une 
flèche indique le point de cassure de la t(12;21)(p13;q22). (B) Les protéines sauvages 
ETV6 et RUNX1 sont représentées ainsi que le produit de fusion ETV6-RUNX1. Les 
flèches indiquent les points de cassure de la t(12;21)(p13;q22). HLH, domaine « helix-
loop-helix » ; CR, domaine central de répression transcriptionnelle ; ETS, domaine 
ETS ; RHD, domaine « Runt homology domain » ; TAD, domaine d’activation 
transcriptionnelle composé des trois sous-régions d’activation TE1 à 3 ; ID, domaine de 
répression transcriptionnelle.  
 
Suite à la translocation, le domaine de répression transcriptionnelle CR de ETV6 est 
séparé du domaine ETS de liaison à l’ADN et fusionné à la presque totalité de la 
protéine RUNX1. La fusion ETV6-RUNX1 exprime donc les domaines HLH et CR de 
ETV6 reconnus pour l’oligomérisation et le recrutement de co-répresseurs ainsi que les 
domaines RHD et TAD/ID de RUNX1 qui confèrent une capacité de liaison à l’ADN au 
niveau des cibles de RUNX1 et un potentiel de régulation transcriptionnelle (Fig. 1.6B). 
Malgré la présence des NLS et NMTS de RUNX1 au sein de la protéine de fusion, il a 
  
 
37
été démontré que l’expression de la chimère ETV6-RUNX1 est dirigée par la portion N-
terminale de ETV6, laquelle permet une expression cytoplasmique de la fusion (796 
acides aminés ; 97 kDa) (Rho et al., 2002). En raison de cette délocalisation cellulaire, 
les fonctions nucléaires de ces deux facteurs de transcription (RUNX1 et ETV6) sont 
altérées (Rho et al., 2002; Rho JK 2002; Park et al., 2006). Ainsi, plusieurs mécanismes 
ont été proposés afin d’expliquer la réduction du pouvoir d’activation transcriptionnelle 
de RUNX1 au niveau de certains gènes cibles suite à l’expression de cette fusion (Fears 
et al., 1997; Fenrick et al., 1999; Uchida et al., 1999; Lee et al., 2004). L’explication la 
plus répandue est certainement la conversion de la protéine RUNX1 d’un activateur en 
un répresseur transcriptionnel capable de recruter des co-répresseurs tels que mSIN3a et 
SMRT/NCoR via la portion de ETV6 exprimée par la chimère (Morrow et al., 2007). Le 
second mécanisme oncogénique discuté implique le domaine HLH qui confère à la 
chimère une capacité d’homo/hétéro-oligomérisation. L’hétérodimérisation de la 
chimère avec ETV6 sauvage, avec d’autres copies de la protéine chimérique ou avec des 
co-activateurs de RUNX1 tel p300 peut mener à une séquestration cytoplasmique ou à 
une délocalisation des co-activateurs de RUNX1 sauvage et ainsi interférer avec les 
fonctions nucléaires des protéines ETV6 et/ou RUNX1 sauvages (Rho et al., 2002; Lee 
et al., 2004). En effet, la perte de fonction de ETV6 sauvage semble être un mécanisme 
qui collabore avec la fusion ETV6-RUNX1 dans les leucémies avec t(12;21)(p13;q22). 
Ceci est appuyé par la détection d’une délétion de l’allèle ETV6 sauvage dans plus de 60 
à 70 % des cas, représentant l’un des évènements secondaires les plus fréquemment 
associés à cette fusion. En définitive, l’ensemble de ces études démontrent que les 
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domaines HLH, CR et RHD de la chimère ETV6-RUNX1 sont requis pour la 
transformation, supportant que le recrutement de co-répresseurs, la liaison aux 
séquences consensus de RUNX1 et l’homo/hétéro-oligomérisation soient des 
mécanismes oncogéniques importants de cette fusion (Morrow et al., 2007).  
 
ETV6-RUNX1 est une fusion distincte de tous les autres réarrangements de RUNX1 
d’abord puisqu’elle s’exprime par le promoteur de ETV6, contrairement à la majorité des 
gènes de fusion qui s’expriment par le promoteur de RUNX1. De plus, cette fusion 
représente une anomalie hautement spécifique des LAL-B, contrairement à la plupart 
des autres anomalies de RUNX1 qui sont majoritairement retrouvées dans des néoplasies 
myéloïdes.  
 
Une origine in utero a été démontrée pour cette fusion (Ford et al., 1998; Wiemels et al., 
1999). ETV6-RUNX1 est aussi détectée dans le sang périphérique et dans les cellules de 
sang de cordon d’individus normaux, suggérant que l’expression seule de la fusion soit 
essentielle, mais non suffisante au développement de la leucémie (Mori et al., 2002; 
Olsen et al., 2006). Contrairement aux fusions MLL-ENL et MLL-MLLT3/AF9 qui 
induisent rapidement des leucémies dans les modèles murins suite à une expression 
rétrovirale, l’expression de la fusion ETV6-RUNX1 requiert un long temps de latence, 
confirmant l’importance des anomalies additionnelles (Cozzio et al., 2003; Morrow et 
al., 2004). Ceci est aussi supporté par l’apparition des LAL-B avec t(12;21)(p13;q22) à 
des âges plus avancés chez l’enfant (2-5 ans) alors que les leucémies avec réarrangement 
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de MLL se développent plus tôt après la naissance chez le nourrisson (< 1 an). La latence 
requise par la fusion ETV6-RUNX1 afin d’initier le développement d’une leucémie, 
autant chez l’humain que chez la souris, suggère que la fusion puisse produire un clone 
pré-leucémique persistant capable de se convertir en oncogène suite à l’acquisition 
d’évènements moléculaires additionnels tels que la délétion secondaire de l’allèle ETV6 
normal (Bernardin et al., 2002; Fischer et al., 2005; Mullighan et al., 2007). Une étude 
réalisée chez des jumelles monozygotiques, dont l’une était atteinte de LAL-B avec une 
t(12;21)(p13;q22) et une délétion de l’allèle ETV6 et l’autre était porteuse de la fusion 
ETV6-RUNX1, mais sans leucémie, a permis de démontrer ce concept de clone pré-
leucémique chez l’humain (Hong et al., 2008). En effet, une population unique de 
cellules CD34+CD38-/lowCD19+, n’existant que chez les individus partageant la fusion 
ETV6-RUNX1, était détectée. Cette population possiblement pré-leucémique était 
capable de reconstituer le compartiment hématopoïétique d’une souris receveuse 
NOD/SCID « NonObese Diabetic/Severe Combined ImmunoDeficiency » primaire et 
secondaire, de se maintenir et de générer une population plus mature de cellules 
CD38+/CD19+, démontrant une capacité d’auto-renouvellement et un potentiel de 
différenciation associés à cette population cellulaire unique présentant la fusion ETV6-
RUNX1. Cette étude a donc permis de démontrer que la fusion ETV6-RUNX1 est 
importante pour la leucémogenèse chez l’humain et de proposer que la chimère puisse 
générer un réservoir de cellules souches pré-leucémiques aptes à la transformation, mais 
incapable d’achever, à elle seule, le processus de transformation (Hong et al., 2008).  
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Ce concept de cellules pré-leucémiques a aussi été étudié en utilisant des modèles 
murins de type « knock-in » exprimant une copie de la fusion ETV6-RUNX1. 
Contrairement aux modèles murins « knock-in » exprimant les fusions RUNX1-
RUNX1T1 et CBFB-MYH11, l’expression de ETV6-RUNX1 chez la souris est viable et 
permet le développement normal des lymphocytes B dans l’embryon (Castilla et al., 
1996; Yergeau et al., 1997; Schindler et al., 2009; van der Weyden et al., 2011). 
L’expression hétérozygote de ETV6-RUNX1 dans ce modèle mène à une légère 
augmentation de la capacité d’auto-renouvellement des CSH et à plus long terme, affecte 
l’émergence des progéniteurs B précoces à partir des CSH sans toutefois altérer la 
maturation de la lignée B (Schindler et al., 2009). L’expression de ETV6-RUNX1 
engendre une importante diminution des progéniteurs lymphoïdes et des cellules 
lymphoïdes plus matures et une augmentation des progéniteurs myéloïdes et des LT-
CSH (Schindler et al., 2009). Ces souris « knock-in » ne présentent aucun phénotype 
apparenté à la perte homozygote de ETV6 ou de RUNX1, suggérant que la chimère 
ETV6-RUNX1 ne fonctionne pas comme un inhibiteur dominant négatif des fonctions 
de ETV6 ni de RUNX1 (van der Weyden et al., 2011). Sur le plan fonctionnel, la fusion 
ne bloque pas le processus de maturation des lymphocytes B, mais perturbe plutôt la 
différenciation de la CSH en progéniteurs lymphoïdes précoces. La fusion modulerait 
donc subtilement, sur une période déterminée, le nombre de CSH dans la moelle osseuse 
créant ainsi très tôt dans le développement, un réservoir de cellules prédisposées à la 
transformation qui avec le temps, pourrait s’épuiser ou se transformer avec l’acquisition 
d’autres anomalies (Schindler et al., 2009). 
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À ce jour, un seul modèle murin exprimant la fusion ETV6-RUNX1 sous le promoteur 
endogène de Etv6 est capable de récapituler le phénotype B de la maladie (van der 
Weyden et al., 2011). Des sites d’insertions ciblant des gènes spécifiques au 
développement de la lignée B ont été identifiés par l’utilisation d’un système de 
transposon, démontrant pour la première fois que les mutations secondaires ciblant des 
gènes contribuant à la lymphopoïèse B puissent être des évènements clés dans la 
pathogenèse des LAL-B avec fusion ETV6-RUNX1. Malgré tout, notre compréhension 
des mécanismes oncogéniques de cette fusion demeure limitée. 
 
1.6.2 La translocation t(8;21)(q22;q22) et la fusion RUNX1-
RUNX1T1/ETO  
Les LAM avec anomalies du CBF, incluant la t(8;21)(q22;q22) et l’inv(16)(p13.1q22) 
ou plus rarement la t(16;16)(p13.1;q22), sont des entités définies par la présence de 
l’anomalie génétique, et ce, même si le décompte de blastes médullaires est inférieur à 
20 % (Swerdlow et al., 2008). La t(8;21)(q22;q22) et l’inv(16)(p13.1q22) sont des 
anomalies fréquentes, représentant environ 5 à 8 % des LAM de novo, et sont associées 
principalement à la LAM de type M2 et M4Eo respectivement. La survie globale de ces 
anomalies s’est grandement améliorée par l’introduction de cycles à hautes doses de 
cytarabine dans la thérapie actuelle des LAM avec anomalies du CBF [61 % pour la 
t(8;21)(q22;q22) et 55 % pour l’inv(16)(p13q22)] (Byrd et al., 1999). Or, malgré le 
  
 
42
pronostic favorable de ces anomalies, un risque de rechute significativement plus élevé 
est détecté chez les patients présentant des mutations du gène C-KIT (~20-30 % des 
LAM avec anomalies du CBF), plus particulièrement chez les patients exprimant une 
t(8;21)(q22;q22) (Cairoli et al., 2006; Paschka et al., 2006; Park et al., 2011).  
 
Malgré la description de la t(8;21)(q22;q22) dès 1973 (Rowley 1973), les gènes 
impliqués dans cette anomalie n’ont été identifiés qu’au début des années 1990 (Gao et 
al., 1991; Miyoshi et al., 1991; Erickson et al., 1992), révélant un réarrangement de 
RUNX1 et de RUNX1T1 (anciennement ETO « Eight twenty one »). À l’opposé de ETV6 
qui est central à la pathogenèse de plusieurs cancers, RUNX1T1 ne possède aucun autre 
partenaire de translocation identifié à ce jour.  
 
Le gène RUNX1T1 (140 kb) possède 16 exons qui codent pour un facteur de 
transcription nucléaire de la famille ETO (forme la plus longue : 604 acides aminés). 
RUNX1T1 partage avec les deux autres membres de cette famille (MTG16 et MTGR1), 
quatre domaines hautement conservés nommés NHR « Nervy homology region » (Davis 
et al., 2003). Le domaine NHR1 partage une homologie avec les protéines TAF « TATA 
box binding protein associated factor » (acides aminés 120-201) tandis que le domaine 
NHR2 est reconnu pour son potentiel d’homo/hétéro-oligomérisation avec les autres 
membres de la famille ETO et pour ses interactions avec des co-répresseurs de la 
transcription tels mSIN3A, HDAC1 et HDAC3 (acides aminés 337-383). Les domaines 
NHR3 (acides aminés 443-492) et NHR4 (acides aminés 515-555) réalisent également 
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des interactions entre protéines, via un domaine « coiled-coil » et deux motifs en doigt 
de zinc respectivement (Fig. 1.7B) (Davis et al., 2003). Le domaine NHR4 permet 
également le recrutement de co-répresseurs de la transcription tels NCoR, SMRT, 
HDAC1 et HDAC2, ce qui appuie la fonction de répresseur transcriptionnel associée à 
RUNX1T1 (Wang et al., 1998).  
 
Suite à la t(8;21)(q22;q22), l’exon 5 de RUNX1 est fusionné avec l’exon 2 de RUNX1T1, 
générant le gène chimérique de fusion RUNX1-RUNX1T1. Les points de cassure 
génomique sont localisés majoritairement au sein de l’intron 5 de RUNX1 et dans 
l’intron 1a ou 1b de RUNX1T1 (Fig. 1.7A). Pour chacun des deux gènes, trois régions de 
cassure ou BCR « breakpoint cluster region » regroupent la majorité des points de 
cassure de cette translocation (Xiao et al., 2001; Zhang et al., 2002).  
 
 
Figure 1.7. Représentation schématique du gène de fusion RUNX1-RUNX1T1, des 
protéines sauvages RUNX1T1 et RUNX1 et de la chimère de fusion RUNX1-
RUNX1T1. (A) Représentation schématique du gène de fusion RUNX1-RUNX1T1, 
montrant la fusion entre l’exon 5 de RUNX1 (rouge) et l’exon 2 de RUNX1T1 (vert). 
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Une flèche indique le point de cassure des deux gènes. (B) Représentation schématique 
des protéines sauvages RUNX1 et RUNX1T1 et de la protéine de fusion RUNX1-
RUNX1T1 avec son domaine RHD « Runt homology domain » et ses quatre domaines 
« Nervy homology domain » (NHR1 à NHR4). Les flèches indiquent la position des 
points de cassure. 
 
La fusion principale respecte le cadre de lecture et produit une protéine chimérique 
RUNX1-RUNX1T1 de 752 acides aminés exprimant le domaine RHD de RUNX1 et la 
presque totalité de la protéine RUNX1T1, incluant ses quatre domaines NHR1 à NHR4 
(95 kDa) (Fig. 1.7B). Lors de la fusion, RUNX1 perd son signal NMTS, mais conserve 
son signal NLS situé immédiatement suite au RHD. De plus, il acquière deux NMTS via 
RUNX1T1, ce qui engendre une relocalisation de la fusion dans des foci nucléaires 
divergents de RUNX1 sauvage (McNeil et al., 1999; Barseguian et al., 2002). La 
conservation du domaine RHD confère à la chimère une capacité de liaison à l’ADN au 
niveau des séquences consensus de RUNX1, un potentiel d’hétérodimérisation avec 
CBFB et la possibilité d’interagir avec d’autres facteurs de transcription tels CEBPA, 
SPI1 et/ou GATA1 (Peterson and Zhang 2004). La préservation des quatre domaines 
NHR dans la fusion rend possible l’oligomérisation de RUNX1-RUNX1T1 et la 
formation de complexes homo-tétramériques (Wichmann et al., 2010). Enfin, les 
domaines NHR2 et NHR4 de RUNX1T1 confèrent aussi un pouvoir répresseur à la 
protéine de fusion. Dû à la nature répressive de RUNX1T1, il a été proposé que la fusion 
puisse agir tel un facteur de transcription aberrant capable de réprimer les cibles de 
transcription dépendantes de RUNX1 (Peterson and Zhang 2004). 
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Ce mécanisme de répression transcriptionnelle a été appuyé par l’étude des modèles 
murins « knock-in » exprimant la fusion RUNX1-RUNX1T1 ou CBFB-MYH11, lesquels 
décédaient au jour E12.5-13.5 des suites d’hémorragies massives au niveau du système 
nerveux central. Puisque ces souris présentaient un phénotype très proche de la perte 
homozygote de RUNX1 ou de CBFB (Okuda et al., 1996; Sasaki et al., 1996), il a été 
proposé que l’expression d’une fusion du CBF puisse bloquer les fonctions normales de 
RUNX1 de façon dominante négative (Castilla et al., 1996; Yergeau et al., 1997). Ce 
mécanisme était aussi supporté par l’analyse des profils d’expression de plusieurs cibles 
endogènes de RUNX1 qui démontraient une répression transcriptionnelle suite à 
l’expression de la fusion RUNX1-RUNX1T1. Toutefois, d’autres études démontrant que 
l’expression de RUNX1-RUNX1T1 mène aussi à une activation de cibles dépendantes et 
indépendantes de RUNX1 ont ensuite permis de proposer que la fusion puisse plutôt agir 
tel un facteur de transcription aberrant capable de déréguler le réseau transcriptionnel de 
RUNX1 (Frank et al., 1995; Klampfer et al., 1996; Linggi et al., 2002; Alcalay et al., 
2003; Muller-Tidow et al., 2004; Peterson et al., 2007b). 
 
Le potentiel d’homo-oligomérisation conféré par le domaine NHR2 de RUNX1T1 est un 
mécanisme oncogénique largement discuté pour cette fusion puisque le domaine NHR2 
est conservé par l’ensemble des chimères décrites à ce jour, incluant les isoformes plus 
courtes tronquées et la forme 9a (Liu et al., 2006; Yan et al., 2006; Yan et al., 2009). Il a 
été démontré que la capacité d’homo-oligomérisation (formation d’homo-tétramères) 
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plutôt que le recrutement de co-répresseurs soit déterminante à l’activité transformante 
de la fusion (Kwok et al., 2009). De façon intéressante, ce pouvoir d’homo-
oligomérisation est aussi un mécanisme proposé pour d’autres fusions telles que ETV6-
RUNX1, PML-RARA, BCR-ABL1 et certaines fusions MLL (Lee et al., 2004; Kwok et 
al., 2006; Krivtsov and Armstrong 2007). En somme, la co-expression des domaines 
RHD et NHR2 est essentielle à l’activité transformante de cette fusion et ces domaines 
semblent conférer un gain de fonction à RUNX1-RUNX1T1 lui permettant de réaliser 
une vaste gamme d’effets incluant la dérégulation du réseau transcriptionnel de RUNX1.  
 
Sur le plan fonctionnel, l’expression de RUNX1-RUNX1T1 engendre de multiples effets 
cellulaires. Divers modèles ont montré un rôle de la fusion dans l’arrêt du cycle 
cellulaire et dans l’augmentation de l’apoptose lorsque celle-ci était exprimée dans des 
progéniteurs engagés (Mulloy et al., 2002; Nimer and Moore 2004). Ces effets négatifs 
sur la croissance cellulaire, contradictoires avec le potentiel leucémogénique, dépendent 
spécifiquement du type cellulaire. En effet, RUNX1-RUNX1T1 favorise plutôt 
l’expansion et/ou l’auto-renouvellement des cellules CD34+ et des CSH au détriment de 
la différenciation et prolonge leur durée de vie sans générer de leucémie ou sans affecter 
le potentiel de différenciation multilignée, menant ultimement à l’accumulation de 
cellules myéloïdes immatures plutôt qu’à un arrêt de maturation des cellules myéloïdes 
(Higuchi et al., 2002; Mulloy et al., 2002; Nimer and Moore 2004). Ainsi, l’idée que la 
fusion RUNX1-RUNX1T1 puisse mener à l’accumulation de cellules pré-leucémiques, 
tel que discuté pour la fusion ETV6-RUNX1, pourrait aussi s’appliquer.  
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En accord avec ce concept, les modèles murins exprimant cette fusion ne développent 
pas de leucémie spontanément, démontrant la nécessité d’évènements génétiques 
additionnels et la faible nature oncogénique de la fusion (Peterson et al., 2007a). Ce 
faible pouvoir transformant de la fusion est aussi appuyé par la détection de la fusion 
RUNX1-RUNX1T1 dans les cellules sanguines d’individus normaux et par la persistance 
de la fusion chez des patients en rémission à long terme (Miyamoto et al., 2000). Or, le 
développement rapide d’une leucémie a aussi été rapporté chez la souris suite à la co-
expression de la fusion avec des formes tronquées et plus courtes n’arborant que les 
domaines NHR1 et NHR2 de RUNX1T1 (par exemple : forme RUNX1-RUNX1T19a) 
(Yan et al., 2006). L’accélération de la leucémogenèse a aussi été décrite suite à la co-
expression d’anomalies secondaires ou suite à l’exposition à des agents mutagènes tel 
que le ENU « N-nitroso-N-éthylurée » (Yan et al., 2004; Yan et al., 2006), démontrant la 
nécessité d’une coopération entre divers évènements afin de promouvoir la 
leucémogenèse dérivée de la fusion RUNX1-RUNX1T1.  
 
1.6.3 La translocation t(3;21)(q26;q22) et la fusion RUNX1-
MECOM/MDS1-EVI1 
La translocation t(3;21)(q26;q22) est une anomalie relativement rare, mais récurrente 
des SMD, LAM, LMC-PB et t-SMD/LAM. Sur le plan clinique, la t(3;21)(q26;q22) est 
souvent associée à un taux normal ou élevé de plaquettes dans le sang périphérique et à 
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un pronostic défavorable (anomalies 3q21~26 excluant la t(3;5)(q21~25;q31~35) et 
inv(3)(q21q26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2) : survie à 10 ans de 11,3 %) (Grimwade et al., 
2001; Grimwade et al., 2010; Lugthart et al., 2010). La t(3;21)(q26;q22) a d’abord été 
décrite en 1987 par l’équipe du Dre Rowley dans trois cas de LMC-PB puis a été clonée 
par une équipe japonaise, révélant l’implication de RUNX1 et du locus MDS1/EVI1 
(MECOM), localisé à la bande chromosomique 3q26.2 (Rubin et al., 1987; Mitani et al., 
1994).  
 
Le gène EVI1 « Ecotropic Viral Integration site-1 » a initialement été découvert en tant 
que site fréquent d’intégration rétrovirale dans les tumeurs myéloïdes chez la souris 
(Mucenski et al., 1988). Une forme plus longue résultant de la fusion de MDS1 et de 
EVI1, nommée MECOM/MDS1-EVI1, a été identifiée par la suite chez des patients avec 
la t(3;21)(q26;q22) (Fears et al., 1996). Cette longue forme code pour un domaine 
conservé de 188 acides aminés nommé domaine PR « PRD1-BF1 and RIZ homology », 
lequel est exprimé par les membres de la famille PRDM (Fig. 1.8B). MECOM ainsi que 
EVI1 possèdent dix motifs en doigt de zinc organisés en deux domaines de liaison à 
l’ADN (ZF1 et ZF2) respectivement localisés dans la partie N-terminale et C-terminale 
de la protéine (Fig. 1.8B). Ces motifs ZF1 et ZF2 favorisent l’oligomérisation ainsi que 
le recrutement de co-activateurs et de co-répresseurs de la transcription, permettant à 
MECOM et à EVI1 d’agir tel des régulateurs transcriptionnels (Senyuk et al., 2005; 
Maki et al., 2008). MECOM et EVI1 contiennent un domaine de liaison au co-répresseur 
CtBP (CtBP) qui favorise le recrutement successif de CtBP et d’autres répresseurs tels 
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SMAD3 et HDACs ainsi qu’une région acidique (AD) dont la fonction n’est pas bien 
définie (Fig. 1.8B). Cette famille de protéines à domaine PR est reconnue pour ses rôles 
contradictoires dans la régulation de la croissance cellulaire et de la tumorigenèse. Ainsi, 
selon l’expression ou non du domaine PR (PR+, MECOM ou PR-, EVI1), l’isoforme 
s’associe à des fonctions opposées de tumeur suppresseur ou d’oncogène, 
respectivement.  
 
Suite à la t(3;21)(q26;q22), l’exon 5, 6 ou 7 de RUNX1 est fusionné à la région 5’ de 
EVI1, permettant l’expression d’une variété de gènes de fusion (Fig. 1.8A). RUNX1 peut 
aussi être fusionné à MDS1 seul, à EVI1 seul ou à MECOM (Fig. 1.8A-1.8B) (Fears et 
al., 1996).  
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Figure 1.8. Représentation schématique des gènes MDS1 et EVI1 sauvages, du gène 
de fusion RUNX1-MECOM/MDS1-EVI1, des protéines MECOM, EVI1 et RUNX1 
sauvages et de la chimère de fusion RUNX1-MECOM. (A) Représentation des gènes 
MDS1 (3 exons, 515 kb) et EVI1 (16 exons, 62 kb) sauvages et du gène chimérique de 
fusion RUNX1-MECOM, résultant d’une fusion de la partie 5’ du gène MECOM à 
l’exon 5 de RUNX1. (B) Structure protéique de MECOM/MDS1-EVI1 (PR+), de EVI1 
(PR-) et de RUNX1 sauvages et de la chimère de fusion RUNX1-MECOM. La fusion 
conserve le domaine RHD « Runt homology domain » de RUNX1 et le domaine PR 
« PRD1-BF1-RIZ1 domain », les deux domaines en doigts de zinc ZF1 et ZF2, le 
domaine de liaison à CtBP et la région acidique AD de MECOM. Les flèches indiquent 
la localisation des points de cassure sur le gène de fusion RUNX1-MECOM et sur les 
protéines.  
 
La fusion RUNX1-MECOM exprime le domaine RHD de RUNX1, lequel est fusionné à 
la presque totalité de la protéine MECOM. La fusion acquière le domaine PR, les deux 
domaines ZF, le domaine CtBP et la région AD de MECOM (Fig. 1.8B) (Mitani 2004). 
La conservation de ces domaines permet à RUNX1-MECOM de s’exprimer dans le 
noyau, de lier l’ADN, de s’hétérodimériser avec CBFB, de s’homo-oligomériser et de 
réprimer l’expression des cibles de RUNX1 par le recrutement de complexes répresseurs 
via le domaine CtBP (Izutsu K 2002; Mitani 2004; Senyuk et al., 2005). Les fusions 
RUNX1-MECOM et RUNX1-EVI1 partagent également la capacité d’homo-
oligomérisation (Nitta et al., 2005; Senyuk V 2005), un mécanisme oncogénique 
important pour les fusions RUNX1. Cependant, le rôle précis de l’oligomérisation n’est 
pas encore élucidé pour ces fusions.  
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Puisque certaines cibles de RUNX1 sont réprimées suite à l’expression de la fusion 
RUNX1-MECOM, il a été proposé que MECOM puisse également convertir RUNX1 
d’un activateur à un répresseur transcriptionnel (Zent et al., 1996b). Tel que décrit pour 
la fusion RUNX1-RUNX1T1, le potentiel répresseur et l’activité dominante négative 
associés à cette fusion découlent des premiers modèles murins générés qui suggéraient 
des similitudes avec le modèle murin « knock-out » de Runx1. En effet, les souris 
« knock-in » pour la fusion RUNX1-EVI1 décèdent précocement au jour embryonnaire 
E12.5-14.5 d’hémorragies massives au niveau du système nerveux central, des suites 
d’une hématopoïèse définitive déficiente (Maki et al., 2005). Un nombre augmenté de 
progéniteurs multilignés est aussi décrit dans ce modèle, rappelant les modèles de la 
fusion RUNX1-RUNX1T1. Toutefois, la production de granulocytes et de 
mégacaryocytes dysplasiques ainsi que l’incapacité des progéniteurs à générer des 
cellules érythroïdes sont des caractéristiques spécifiques à ce modèle (Maki et al., 2005).  
 
L’expression de EVI1 est faible dans les cellules hématopoïétiques normales. Une 
surexpression de EVI1 (incluant les différentes formes d’épissage) a été décrite dans les 
cellules hématopoïétiques de patients atteints de SMD/LAM avec ou sans anomalie de la 
bande 3q26 et cette surexpression pourrait contribuer à la transformation leucémique. La 
surexpression de EVI1 entraîne une prolifération cellulaire augmentée et une activité 
anti-apoptotique, étant conforme à ses propriétés oncogéniques, et s’associe à un 
pronostic défavorable dans les LAM (Barjesteh van Waalwijk van Doorn-Khosrovani et 
al., 2003; Lugthart et al., 2008; Groschel et al., 2010). Cet oncogène stimule la 
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prolifération en augmentant l’activité du régulateur transcriptionnel AP1 « activator 
protein 1 » et antagonise la voie anti-proliférative dépendante du TGFβ « transforming 
growth factor beta » afin d’augmenter la prolifération des blastes leucémiques 
(Kurokawa et al., 1998; Maki et al., 2008). EVI1 inhibe aussi l’apoptose via une 
répression de la signalisation directe par JNK « c-Jun N-terminal kinase » et altère le 
processus de différenciation en diminuant la capacité de liaison à l’ADN du facteur de 
transcription CEBPA (Helbling et al., 2004; Tokita et al., 2007; Maki et al., 2008). 
Plusieurs propriétés de EVI1 sont partagées par les fusions RUNX1-MECOM et 
RUNX1-EVI1 (Maki et al., 2008). 
 
L’expression rétrovirale de RUNX1-EVI1 dans des cellules murines de moelle osseuse 
permet la transformation des CSH LSK (Lin-Sca-1+c-Kit+) et induit le développement de 
leucémie lorsque transplantées dans une souris. Cependant, ni la surexpression de EVI1 
ni la délétion seule de RUNX1 ni la combinaison des deux permet l’immortalisation des 
cellules, suggérant qu’une fusion du RHD de RUNX1 à la presque totalité de EVI1 
possède un effet additionnel à la simple perte de RUNX1 et la surexpression de EVI1 
(Takeshita M 2008). Malgré que RUNX1-EVI1 possède un potentiel oncogénique plus 
important que la fusion RUNX1-RUNX1T1, la fusion nécessite quand même un long 
temps de latence pour induire la leucémie, suggérant la nécessité de mutations 
génétiques additionnelles (Cuenco et al., 2000; Cuenco and Ren 2001; Cuenco and Ren 
2004; Maki et al., 2006; Watanabe-Okochi et al., 2008). Contrairement à ETV6-RUNX1 
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et RUNX1-RUNX1T1, le gène de fusion RUNX1-EVI1 n’est pas détecté in utero ni dans 
les cellules sanguines d’individus adultes normaux (Mikhail et al., 2006). 
 
En résumé, RUNX1-MECOM est une fusion multifonctionnelle capable de déréguler la 
prolifération, la différenciation et l’apoptose des CSH ainsi que les fonctions normales 
de RUNX1. Afin d’acquérir son potentiel transformant, la fusion doit exprimer le 
domaine RHD de RUNX1 et les domaines CtBP, AD, ZF1 et ZF2 de MECOM ou de 
EVI1 afin d’agir tel un régulateur transcriptionnel aberrant.  
 
1.6.4 Mutations et haploinsuffisance de RUNX1 
En plus d’être réarrangé par translocation, RUNX1 est aussi une cible de mutations 
somatiques dans une variété de néoplasies hématologiques incluant les SMD (13,8 %), 
les leucémies aiguës non-promyélocytaires de novo (préférentiellement M0 et M2 : 13,2 
à 37 %), les LMMC (37 %), les néoplasies myéloprolifératives/syndromes 
myélodysplasiques (NMP/SMD) (14 %) et les LAL-T (18 %) (Kuo et al., 2009; Tang et 
al., 2009; Dicker et al., 2010; Ernst et al., 2010; Gaidzik et al., 2011; Grossmann et al., 
2011a; Schnittger et al., 2011). Les mutations de RUNX1 sont encore plus fréquentes 
dans les t-LAM/SMD (16-40 %) (Christiansen et al., 2004; Zharlyganova et al., 2008; 
Harada and Harada 2009). Ces mutations sont associées à la présence des trisomies 8 et 
13, de duplication partielle en tandem de MLL (MLL-PTD) et aux mutations des gènes 
IDH1/2 du groupe de LAM à caryotype normal. Elles sont rarement décrites dans les 
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LAM avec anomalies de pronostic favorable, incluant les anomalies du CBF, la 
t(15;17)(q24;q21) et les mutations de NPM1 (Tang et al., 2009; Gaidzik et al., 2011).  
 
Les mutations monoalléliques ou bialléliques de RUNX1 ciblent davantage les régions 
codant pour les domaines RHD (exons 3 et 4) et TAD/ID (exon 8) de la protéine. Les 
mutations ciblant le RHD affectent les résidus clés établissant le contact avec l’ADN 
causant une perte ou une réduction de la capacité de liaison à l’ADN ou bien abolissent 
la liaison à l’ADN et le potentiel de transactivation par la délétion partielle ou complète 
du RHD (Harada and Harada 2009). Les mutations identifiées dans le domaine TAD/ID 
engendrent soit une terminaison anormale de la protéine et l’apparition de protéines 
tronquées, rappelant l’isoforme RUNX1a, ou altèrent le pouvoir de transactivation du 
domaine TAD/ID suite à un décalage du cadre de lecture en position C-terminale 
(Harada and Harada 2009). Ces derniers mutants sont reconnus pour leur capacité 
supérieure de liaison à l’ADN (fonction dominante négative présumée) et ont en 
commun la perte du domaine de régulation transcriptionnelle (Harada and Harada 2009). 
En résumé, chacune de ces mutations entraîne une condition d’haploinsuffisance de 
RUNX1 qui peut compromettre la fonction physiologique de cet important régulateur, 
pouvant ainsi contribuer au développement d’une variété de néoplasies hématologiques.  
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1.7. Étiologie des réarrangements chromosomiques 
Globalement, les translocations chromosomiques ont deux finalités. Elles peuvent 
d’abord déréguler l’expression d’un proto-oncogène par la juxtaposition d’une séquence 
codante devant un puissant élément régulateur. Tel est le cas de plusieurs translocations 
associées aux LAL des lignées T et B. Par exemple, la t(8;14)(q24;q32) juxtapose 
l’oncogène MYC devant les séquences régulatrices du gène de la chaîne lourde des 
immunoglobulines (IGH) (fusion IGH-MYC) et engendre une surexpression aberrante de 
MYC dans les lymphocytes B. Ceci est également vrai pour les gènes LMO1/2, TAL1/2, 
LYL1 et TLX1/3 qui sont juxtaposés aux séquences régulatrices des gènes du récepteur 
des cellules T (TCR) dans les LAL-T, menant à la surexpression de ces oncogènes. La 
seconde conséquence d’une translocation chromosomique est la création d’un gène 
chimérique de fusion, tel que discuté pour les fusions RUNX1. Or, pour que les 
réarrangements chromosomiques apparaissent dans une cellule, des conditions 
spécifiques doivent être remplies (Fig. 1.9) (Mani and Chinnaiyan 2010).  
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Figure 1.9. Quatre grandes catégories de stimuli pouvant induire des 
réarrangements chromosomiques. Chacune de ces grandes catégories (proximité 
spatiale, stress cellulaire, recombinaison erronée et motifs de l’ADN) regroupent divers 
éléments participant à la genèse des anomalies chromosomiques. Figure reproduite et 
adaptée avec permission de Macmillan Publishers Ltd : Nature Reviews Genetics, Mani 
and Chinnaiyan, Nat Rev Genet. 2010 Dec;11(12):819-29., copyright 2010. 
 
1.7.1 Proximité spatiale 
Pour qu’une région d’ADN soit réarrangée, le segment à joindre doit être situé à 
proximité de la séquence primaire subissant la recombinaison. Il est maintenant reconnu 
que chaque chromosome occupe un espace distinct dans le noyau que l’on nomme 
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territoire chromosomique. À l’intérieur de ces territoires, les différents segments 
chromosomiques sont organisés en fonction de la taille des chromosomes, de la densité 
en gènes et du niveau global d’expression de la région chromosomique. Ces territoires 
sont des structures dynamiques capables de se déplacer par des mouvements 
intrachromosomiques et interchromosomiques (Lanctot et al., 2007). Ce 
repositionnement dynamique des chromosomes est particulièrement d’intérêt dans le 
domaine des réarrangements chromosomiques. Quelques observations récentes 
concernant les positions respectives des chromosomes impliqués dans certaines 
translocations militent en faveur d'un positionnement non aléatoire des chromosomes les 
uns par rapport aux autres. Plus spécifiquement, on observe des distances variables entre 
deux gènes d'un type cellulaire à l'autre, suggérant que la position relative des gènes 
varie en fonction du type cellulaire étudié, de son stade dans le cycle cellulaire et de son 
stade de différenciation et/ou de maturation. Notamment, les gènes IGH et MYC sont 
près l’un de l’autre dans les lymphocytes B (Osborne et al., 2007). Ceci est également 
vrai pour les gènes BCR et ABL1 dans les progéniteurs précoces CD34+ et pour les gènes 
PML et RARA dans les précurseurs myéloïdes engagés (Neves et al., 1999).  
 
Les régions chromosomiques se déplacent également en fonction de leur niveau 
d’expression. L’équipe de Osborne et collaborateurs a suggéré que les gènes étaient 
dynamiquement recrutés vers des sites d’activation transcriptionnelle et que la majorité 
de ces gènes pouvaient entrer et sortir de ces sites afin d’activer leur transcription 
(Osborne et al., 2004), démontrant ainsi un mouvement des gènes actifs. Ces 
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déplacements, régulés par le degré d’expression d’un locus, favorisent la proximité de 
deux loci non apparentés et nous permettent de comprendre pourquoi certains loci sont 
près l’un de l’autre dans certaines circonstances. Les mouvements chromosomiques 
peuvent aussi être induits par des hormones dont l’œstrogène et l’androgène (Mani et al., 
2009). Par exemple, l’exposition de la lignée de cancer de la prostate LnCaP à 
l’androgène engendre une proximité spatiale entre un gène régulé par les androgènes 
(exemple, TMPRSS2) et des membres de la famille ETS (exemple, ERG et ETV1) 
lesquels sont fréquemment réarrangés dans ce type de cancer (Lin et al., 2009; Mani et 
al., 2009).  
 
1.7.2 Stress cellulaire 
La proximité spatiale des loci n’induit pas à elle seule les réarrangements 
chromosomiques. Afin de créer ces réarrangements, des bris double-brins (DSB) à 
l’ADN sont nécessaires et sont à l’origine des anomalies chromosomiques. Les bris 
peuvent être générés par des sources exogènes telles que les radiations, les rayons 
ultraviolets (UV) et les composés chimiques (stress génotoxique) ou par des sources 
endogènes telles que certaines enzymes du métabolisme (réplication et transcription) et 
les radicaux libres (stress oxidatif) (Fig. 1.9). Idéalement, ces cassures sont réparées 
puisqu’elles sont néfastes pour la cellule. Toutefois, si les cassures sont trop 
nombreuses, la cellule doit être éliminée par le déclenchement de l’apoptose. Dans 
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certains cas, les DSB sont réparés de façon erronée ce qui permet l’apparition de 
réarrangements chromosomiques.  
 
1.7.3 Réparation erronée de l’ADN 
Dans les cellules de mammifères, la réparation des DSB se fait globalement de deux 
façons : par recombinaison homologue ou par recombinaison de type jonction des 
extrémités non-homologues (NHEJ). Le choix du mécanisme de recombinaison dépend 
de la nature du bris et du stade du cycle cellulaire (G1, S, G2 ou M).  
 
1.7.3.1 La recombinaison homologue 
La recombinaison homologue est un mécanisme très précis qui utilise la chromatide 
sœur apparentée afin de réparer une cassure. Dû à son mécanisme, la recombinaison 
homologue ne survient que lors des phases S, G2 et M où une telle chromatide sœur est 
disponible. La recombinaison homologue est rarement discutée dans la genèse des 
translocations chromosomiques dans les leucémies puisque peu d’évidence supporte 
l’implication de ce mécanisme. En fait, pour qu’il y ait recombinaison homologue entre 
deux brins non apparentés, une parfaite homologie de séquence doit se retrouver de part 
et d’autre des points de cassure (Agarwal et al., 2006). Les séquences répétées de type 
ALU représentent quelques rares éléments associés à une recombinaison homologue 
donnant naissance à des réarrangements chromosomiques. La recombinaison via des 
éléments ALU a été suggérée dans quelques cas de LMC avec t(9;22)(q34;q11.2) 
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(Mattarucchi et al., 2008). Ce type de recombinaison a davantage été discuté dans les 
duplications en tandem du gène MLL (MLL-PTD) dans les LAM (Strout et al., 1998) et 
dans les duplications en tandem du gène MYB dans les LAL-T (O'Neil et al., 2007). 
Dans ces cas, un élément ALU est identifié directement au site de duplication, suggérant 
une recombinaison homologue entre les chromatides soeurs. 
 
1.7.3.2 La recombinaison non-homologue de type NHEJ 
La recombinaison non-homologue de type NHEJ est le mécanisme de réparation le plus 
utilisé dans les cellules de mammifères puisque ce type de réparation survient 
particulièrement au stade G0/G1 et implique une recombinaison de deux extrémités 
d’ADN ne partageant aucune ou une très faible homologie de séquences (Weterings and 
Chen 2008). La recombinaison NHEJ est utilisée dans plusieurs processus 
physiologiques dont les processus menant à l’émergence d’une vaste gamme de 
récepteurs antigéniques des lymphocytes B (chaîne lourde des immunoglobulines : IGH) 
et des lymphocytes T (récepteur des cellules T : TCR) (Fig. 1.9). Ce type de 
recombinaison est impliqué dans la réparation des DSB induits de façon contrôlée lors 
des mécanismes physiologiques de recombinaison VDJ, de commutation de classe et 
d’hypermutation somatique. 
 
Lors de la recombinaison VDJ, des DSB sont introduits par le complexe d’enzymes 
recombinases RAG (RAG1/RAG2) dans des séquences RSS « recombination signal 
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sequences » adjacentes aux segments V (Variable), D (Diversité) ou J (Jonction) des 
immunoglobulines et des TCR. Les RSS consistent en une séquence heptamère (5’-
CACAGTG) séparée par 12 ou 23 nucléotides dits « spacer » d’une séquence nonamère 
(5’-ACAAAAACC). Ainsi, à l’aide du mécanisme de NHEJ, une recombinaison entre 
une séquence RSS ayant une séquence « spacer » de 12 nucléotides et une séquence RSS 
ayant une séquence « spacer » de 23 nucléotides sera permise, favorisant l’émergence de 
jonctions V-D-J diversifiées et l’apparition d’IgH exprimant le segment constant mu 
(Cµ). Suite à l’assemblage de l’IgH à une chaîne légère kappa ou lambda, les premiers 
anticorps fonctionnels IgM seront exprimés à la surface du lymphocyte B. La chaîne 
bêta du TCR est également soumise à la recombinaison VDJ via un mécanisme 
similaire.  
 
Au cours de sa maturation, le lymphocyte B peut exprimer d’autres sous-classes 
d'immunoglobulines nécessitant le remplacement de sa chaîne Cµ par d’autres segments 
constants (Cδ, Cγ, Cε ou Cα). Le processus de commutation de classe permet l’excision 
du segment Cµ à échanger grâce à la formation d'une boucle de délétion qui est générée 
par l’introduction de cassures à l’ADN. Ces cassures sont induites par l’enzyme AICDA 
« Activation-Induced Cytidine DeAminase » au niveau des régions S « Switch », 
lesquelles possèdent un rôle apparenté à celui des séquences RSS. Enfin, le processus 
d’hypermutation somatique aura pour fonction de générer une grande diversité 
d’anticorps de haute affinité par l’introduction, via AICDA, de mésappariements de 
l’ADN dans les régions variables (V) des immunoglobulines. La recombinaison NHEJ 
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engendre une dégradation ou un remodelage des extrémités à lier, favorisant l’apparition 
d’une grande variété de récepteurs antigéniques. Ainsi, des délétions, duplications, 
insertions ou inversions de nucléotides surviennent généralement au niveau des 
jonctions nouvellement formées par ce mécanisme (Weterings and Chen 2008).  
 
Le dérèglement de ces trois différents processus physiologiques peut mener à 
l’apparition de translocations chromosomiques, comme par exemple, les translocations 
récurrentes des LAL et des lymphomes impliquant les gènes IGH ou TCR. Ces 
mécanismes ont été proposés suite à la détection de séquences RSS ou de régions S à 
proximité des points de cassure des translocations. Par exemple, des pseudo-séquences 
RSS retrouvées dans certains oncogènes impliqués dans la pathogenèse des LAL-T tels 
LMO2 et TAL1 seraient traitées par les enzymes RAG1/2 comme de véritables RSS, 
menant à une recombinaison VDJ illégitime entre ces séquences et les séquences des 
TCR. Une fusion de deux gènes non-TCR portant ces pseudo-RSS (STIL et TAL1) a été 
décrite comme un mécanisme possible générant la délétion 1p32 détectée dans 20 à 
30 % des LAL-T (Lieber et al., 2006; Zhang and Swanson 2008). Un rôle de l’enzyme 
AICDA est particulièrement suspecté dans la genèse de la t(8;14)(q24;q32)/fusion IGH-
MYC du lymphome de Burkitt. MYC peut être transloqué avec des régions S ou V des 
immunoglobulines, suggérant l’implication de l’enzyme AICDA dans la genèse de ces 
translocations (Unniraman and Schatz 2006; Dorsett et al., 2007; Robbiani et al., 2008). 
Enfin, une récente publication propose également un rôle de AICDA dans la genèse des 
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fusions récurrentes TMPRSS2-ERG et TMPRSS2-ETV1 du cancer de la prostate (Lin et 
al., 2009).  
 
1.7.4 Motifs de l’ADN 
1.7.4.1. L’implication des enzymes topoisomérases de type II dans les leucémies 
La TOP2 est une enzyme dont la fonction est d’assurer l’accessibilité de la chromatine 
par la régulation de la topologie de l’ADN. La formation d’un homodimère TOP2 
permet l’introduction d’un premier bris simple brin contrôlé dans l’ADN puis d’un 
second bris à quatre bases d’intervalle, sur le brin opposé, de façon à permettre le 
déroulement et la relaxation de l’ADN enroulé. Normalement, ces bris sont tolérés à de 
faible niveau dans la cellule et sont rapidement réparés par une étape subséquente de 
ligation (Figs. 1.10A-1.10B). Ces étapes de coupure et de ligation permettent la 
formation d’un intermédiaire de réaction nommé complexe de clivage lequel consiste en 
un brin d’ADN lié de façon covalente à l’enzyme. Généralement, les TOP2 permettent la 
ligation presque parfaite des deux extrémités avec très peu d’ajout de nucléotides (4 et 
moins) au point de ligation dû à la conservation d’une superposition de 4 nucléotides 
entre les deux extrémités (Felix et al., 2006).  
 
Les enzymes TOP2 sont essentielles à la condensation des chromosomes, à la 
transcription, à la réplication de l’ADN et au processus d’apoptose (Pommier et al., 
2010). Ces enzymes se lient préférentiellement, via des séquences consensus (5' A/G N 
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T/C N N C N N G T/C N G G/T T N T/C N T/C 3'), aux régions d’ADN permissives à 
la transcription que l’on nomme des S/MARs « scaffold/matrix attachment regions » 
(Spitzner and Muller 1988; Sperry et al., 1989; Broeker et al., 1996). Ces régions 
d’environ 200 paires de base (pb) sont riches en dinucléotides A-T et ne sont pas 
associées aux nucléosomes, représentant des régions de chromatine libre sensibles aux 
nucléases et plus fragiles en raison des nombreuses protéines qui y interagissent. Il 
semble que la structure de l’ADN plutôt qu’une séquence consensus soit 
préférentiellement reconnue comme site de clivage des TOP2. Or, la séquence consensus 
dégénérée est encore largement utilisée afin de prédire les sites de clivages in vitro de 
l’enzyme. 
 
 
Figure 1.10. Mécanisme d’action de la topoisomérase II (TOP2). (A) Le dimère 
TOP2 introduit des bris simple brin à quatre nucléotides d’intervalle sur deux brins 
opposés. Les inhibiteurs de la TOP2 (étoposide ou doxorubicine) favorisent la 
stabilisation des complexes intermédiaires en inhibant la résolution des complexes de 
clivage. Certains autres agents chimiques (quinolone ou isoflavone) favorisent 
l’introduction de bris et augmentent ainsi les réactions de clivage par le dimère TOP2. 
(B) Mécanisme de résolution de la structure enroulée de l’ADN par le dimère TOP2 via 
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l’introduction de bris contrôlés dans l’ADN. L’utilisation d’inhibiteurs de la TOP2 
(doxorubicine ou étoposide) interfère avec le cycle catalytique normal et empêche la 
ligation de l’ADN (étapes 4-5). Figures reproduites et adaptées avec la permission de 
Elsevier, Chemistry and Biology, 17(5), Pommier et al., « DNA Topoisomerases and 
Their Poisoning by Anticancer and Antibacterial Drugs », 421-33, copyright 2010. 
 
Les drogues ciblant et inhibant les TOP2 sont fréquemment utilisées dans le traitement 
de divers cancers. Les inhibiteurs de la TOP2 agissent en stabilisant les complexes de 
clivage, empêchant ainsi la résolution des bris par ligation. Lorsque la fourche de 
réplication atteint un tel complexe de clivage, l’intermédiaire est reconnu et transformé 
en un DSB permanent. Si les bris se forment en trop grande quantité, des signaux 
apoptotiques se déclenchent menant à la mort de la cellule. Pour une cellule à réplication 
rapide telle une cellule cancéreuse, un nombre trop important de DSB entraîne le 
déclenchement d’apoptose massive. L’initiation de l’apoptose correspond à l’objectif 
ultime des chimiothérapies à l’aide des inhibiteurs de la TOP2 (McClendon and 
Osheroff 2007). Cependant, ces DSB peuvent également être réparés et mener à la 
création d’aberrations chromosomiques. Toutefois, les mécanismes menant à 
l’apparition de ces anomalies sont encore très controversés et mal compris (Joannides 
and Grimwade 2010).  
 
La formation de translocations grâce au complexe ADN/TOP2 est un concept discuté 
dans la littérature. Suivant la stabilisation des complexes intermédiaires par des 
inhibiteurs de la TOP2, des translocations pourraient survenir suite à un échange de 
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matériel entre deux monomères ADN/TOP2 et une ligation incorporant un minimum de 
variation de séquences (Zhou et al., 1997; Aplan 2006a; Felix et al., 2006). Des 
évidences de ce modèle existent dans la genèse de la fusion NUP98-TOP1 résultant de la 
t(11;20)(p15;q11) des leucémies secondaires (Ahuja et al., 2000) et de certains 
réarrangements de MLL retrouvés dans les t-LAM (Lovett et al., 2001; Langer et al., 
2003). En effet, des sites de clivage des TOP2 sont souvent retrouvés à l’intérieur ou très 
près des points de cassure des réarrangements de MLL dans les leucémies secondaires 
aux inhibiteurs de la TOP2 (Langer et al., 2003; Aplan 2006b). Ces réarrangements de 
nature secondaire présentent généralement de plus petites délétions et duplications que 
les réarrangements de MLL des leucémies de novo (Lovett et al., 2001; Langer et al., 
2003; Whitmarsh et al., 2003). Or, ces évidences ne sont rapportées que dans un petit 
nombre de patients, supportant qu’un autre mécanisme, possiblement plus fréquent 
puisse générer les autres réarrangements de MLL. 
 
En effet, d’autres études analysant les jonctions résultant des translocations 
t(4;11)(q21;q23)/MLL et t(8;21)(q22;q22)/RUNX1 des leucémies de novo ont révélé des 
jonctions de haute complexité avec des microhomologies et des délétions, duplications 
ou insertions allant d’une simple base à plusieurs pb (Raffini et al., 2002; Zhang and 
Rowley 2006). Ces jonctions plus complexes, retrouvées dans un nombre beaucoup plus 
important de cas, supportent l’existence d’un second mécanisme. Ainsi, une hypothèse 
voulant qu’une recombinaison illégitime de type NHEJ soit impliquée dans la genèse de 
ces translocations de novo a été proposée (Xiao et al., 2001; Zhang et al., 2002). La 
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recombinaison NHEJ pourrait réaliser le remodelage extensif d’extrémités non-
homologues et générer des délétions, des additions de nucléotides ou d’autres 
modifications qui caractérisent ce type de recombinaison à la jonction des gènes 
fusionnés. Cette seconde hypothèse pourrait expliquer certains des réarrangements de 
MLL et de RUNX1 observés dans les leucémies de novo qui présentent ce type de 
jonction plus complexe et qui portent ces marques caractéristiques du NHEJ (Aplan 
2006b). Malgré ces évidences, les mécanismes exacts à l’origine des translocations de 
novo et secondaires de MLL et/ou de RUNX1 sont encore à identifier avec certitude.  
 
L’étude des différents points de cassure des fusions MLL des leucémies de novo et des 
leucémies secondaires aux inhibiteurs TOP2 appuie l’hypothèse que des mécanismes 
distincts soient impliqués dans la genèse des translocations détectées dans ces deux 
types de leucémie. Mentionnons d’abord que la génomique des translocations MLL est la 
mieux étudiée, expliquant la nature des exemples fournis. Le gène MLL possède un BCR 
de 8,3 kb couvrant les exons 8 à 14 lequel regroupe la majorité des points de cassure des 
t(4;11)(q21;q23) des leucémies de novo du nourrisson et des leucémies secondaires suite 
à un traitement. Selon la nature de la leucémie (de novo versus secondaire), le point de 
cassure de MLL varie. En effet, les leucémies secondaires possèdent des cassures plus 
fréquentes dans la portion 3’ du BCR (exon 12) alors que les leucémies de novo de 
l’enfant et de l’adulte présentent des cassures qui sont davantage localisées dans la 
portion 5’ du BCR (exons 9 et 10) (Broeker et al., 1996), supportant la présence de 
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mécanismes différents à l’origine des translocations chromosomiques des leucémies de 
novo et/ou des leucémies secondaires.  
 
1.7.4.2 Structure non-bêta de l’ADN et séquence de répétition simple 
Enfin, d’autres éléments de l’ADN sont retenus comme des causes possibles de 
réarrangements chromosomiques. Dépendant de la nature des séquences, l’ADN peut 
adopter une structure transitoire autre que sa structure normale bêta et devenir plus 
fragile. Cette structure dite non-bêta est formée par des séquences répétées [répétition de 
purines (A/G)/pyrimidines (T/C/U)] ou par des séquences palindromiques. Ce type de 
structures a été démontré au point de cassure majeur du gène BCL2 lors de la 
t(14;18)(q32;q21) des lymphomes folliculaires (Raghavan et al., 2004; Raghavan et al., 
2005). De plus, certains auteurs ont identifié des répétitions purines/pyrimidines près des 
points de cassures de la fusion ETV6-RUNX1, cependant des évidences convaincantes 
sont toujours manquantes (Thandla et al., 1999).  
 
1.8 Mise en contexte de notre travail 
Malgré l’avancement de nos connaissances sur les fusions récurrentes RUNX1-
RUNX1T1, ETV6-RUNX1 et RUNX1-MECOM, les translocations plus rares impliquant 
RUNX1 demeurent peu étudiées. À ce jour, seulement deux articles font le recensement 
de neuf et de dix cas respectivement présentant des anomalies plus rares ciblant ce gène, 
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sans étude approfondie des partenaires impliqués (Slovak et al., 2002; Jeandidier et al., 
2006). En raison de ce petit nombre de cas rapportés, les caractéristiques cliniques 
(association entre la morphologie et le pronostic) et le rôle joué par ces translocations 
plus rares dans le processus de leucémogenèse demeurent largement inexplorés. 
 
1.8.1 Objectif principal 
Ce travail a pour but d’améliorer nos connaissances quant aux réarrangements plus rares 
de RUNX1 dans les leucémies de l’adulte, par la description des profils cliniques, par 
l’étude cytogénétique détaillée et par l’analyse moléculaire de quatre translocations plus 
rares ciblant RUNX1. Par la caractérisation de ces anomalies, nous tenterons de faire 
ressortir les particularités et/ou les caractéristiques communes de ces translocations afin 
d’établir des parallèles entre les anomalies récurrentes et plus rares de RUNX1. 
 
1.8.2 Objectifs spécifiques 
1- Une description clinique détaillée et une caractérisation moléculaire de quatre 
translocations chromosomiques impliquant le gène RUNX1 [t(7;21)(p22;q22), 
t(1;21)(p22;q22), t(8;21)(q23.3;q22), t(15;21)(q26.1;q22)], identifiées chez des patients 
adultes atteints de leucémie aiguë, seront réalisées (chapitres 3 à 6). 
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2- Une étude des mécanismes génomiques de formation de deux translocations 
récurrentes impliquant le gène RUNX1 permettra de mettre en évidence les mécanismes 
à l’origine de la t(7;21)(p22;p22), détectée chez un patient atteint de LAM de novo, et de 
la t(8;21)(q23.3;q22), identifiée chez un patient atteint d’une LAM en rechute (chapitres 
3 et 5).  
 
3- Enfin, une étude des profils d’expression des cibles de RUNX1 par qRT-PCR et 
Western Blot sera réalisée, permettant de révéler les points communs et divergents entre 
les fusions récurrentes [t(8;21)(q22;q22) et inv(16)(p13q22)] et plus rares de RUNX1 
[t(7;21)(p22;q22), t(1;21)(p22;q22), t(8;21)(q23.3;q22), t(15;21)(q26.1;q22) et 
t(1;21)(p36;q22)] (chapitre 7).  
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CHAPITRE 2 
2. Méthodologie 
2.1 Cytogénétique standard et moléculaire 
2.1.1 Établissement du caryotype en bandes GTG 
Le caryotype standard est une technique d’analyse conventionnelle de cytogénétique 
permettant l’observation et l’étude des vingt-trois paires de chromosomes d’une cellule. 
L’établissement d’un caryotype à haute résolution pour un échantillon de moelle osseuse 
ou de sang périphérique nécessite plusieurs étapes incluant : l’isolation des cellules 
d’intérêt, la mise en culture puis l’obtention, la coloration et l’analyse des chromosomes.  
 
L’isolation des cellules mononuclées par Ficoll-Paque 
Afin d’obtenir une préparation chromosomique, nous avons d’abord séparé les cellules 
mononuclées des prélèvements de moelle osseuse et/ou de sang périphérique totaux 
collectés chez des patients ayant, au préalable, donné leur consentement. La séparation 
des cellules mononuclées est permise grâce au milieu Ficoll-PaqueTM (GE Healthcare ; 
no. cat. 17-1440-03), lequel sépare les cellules en différentes couches. Suite à une 
centrifugation, les cellules mononuclées vont former une couche blanchâtre, laquelle 
sera isolée entre une couche supérieure de plasma et une couche inférieure de Ficoll-
PaqueTM contenant aussi un culot de granulocytes et d’érythrocytes. 
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La culture  
Les cellules mononuclées (1x106 cellules/mL de milieu) sont cultivées à des temps 
diversifiés (24 à 72 heures) afin de stimuler la division cellulaire et d’optimiser le 
nombre de cellules en métaphase. Au laboratoire de cytogénétique de la Banque de 
Cellules Leucémiques du Québec (BCLQ), nous utilisons des milieux adaptés pour la 
culture des cellules leucémiques : le MarrowMax (Gibco; no. cat. 12260-014) et le 
RPMI 1640 (Invitrogen ; cat no.11875-093) avec sérum de veau fœtal (SVF) (Hyclone ; 
cat no. SH-3007103). On ajoute également de la L-glutamine (Invitrogen ; no. cat. 
25030-149), un acide aminé essentiel servant de source d’énergie majoritaire aux 
cellules en division rapide, et un mélange des antibiotiques pénicilline et streptomycine 
(Invitrogen ; no. cat.15070-063), servant à empêcher la croissance des bactéries gram 
positives et négatives. Lorsque ces trois composés sont additionnés au milieu 
sélectionné, il est alors dit « complet ». Les cellules mononuclées sont cultivées en 
suspension à une température physiologique de 37oC et à un pH contrôlé de 7,2 à 7,4. 
Elles sont cultivées en haute teneur de dioxyde de carbone (5 % CO2) et en faible teneur 
en oxygène (2-5 % O2).  
 
Dans notre laboratoire, les cultures cellulaires des échantillons de LAM sont réalisées 
dans des milieux complets (MarrowMax ou RPMI) et dans des milieux additionnés des 
facteurs de croissance suivants : recombinant humain du « Granulocyte Macrophage-
Colony Stimulating Factor » (GM-CSF) à une concentration finale de 0,01 µg/mL 
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(Sigma ; no. cat. G5035-5UG), recombinant humain du « Stem Cell Factor » (SCF) 
(Gibco ; no. cat. PHC2113) à une concentration finale de 50 ng/mL et recombinant 
humain du « Flt-3 ligand » à une concentration finale de 50 ng/mL (Humanzyme ; no. 
cat. HZ-1151). Les cultures cellulaires des échantillons de LAL-B sont réalisées dans les 
milieux complets (MarrowMax ou RPMI) et dans des milieux additionnés des facteurs 
de croissance suivants : interleukine 7 (Il-7) (Biosource international ; no. cat. 
PHC0075) à une concentration finale de 2 ng/mL, recombinant humain du SCF à une 
concentration finale de 50 ng/mL et recombinant humain du « Flt-3 ligand » à une 
concentration finale de 50 ng/mL. Les cultures cellulaires de MPAL sont réalisées dans 
quatre milieux de culture complets : RPMI additionné de SVF 20 % (24 heures), milieu 
additionné des facteurs de croissance servant aux cultures des LAL-B (48 heures), 
milieu additionné des facteurs de croissance servant aux cultures des LAM (48 heures) 
et MarrowMax seul (48 heures). 
 
Récolte, étalement et coloration des chromosomes  
Afin d’obtenir des préparations chromosomiques, nous ajoutons 50 µL d’actinomycine 
D à 500 µg/mL (Sigma ; no. cat. A9415) aux milieux, 30 minutes avant la fin de la 
culture, pour une période de 15 minutes à 37oC. L’actinomycine est un agent intercalant 
de l’ADN et un anti-mitotique capable de prévenir la contraction des chromosomes 
durant la métaphase afin de favoriser l’allongement maximal des chromosomes (Barch 
and Association of Cytogenetic Technologists. 1991). Ensuite, 25 µL de colcémide à 
10 µg/mL (Gibco ; no. cat. 15212-012) sont ajoutés aux cellules pour une période de 15 
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minutes à 37oC. La colcémide est un agent anti-mitotique qui inhibe la formation du 
fuseau mitotique, favorisant l’obtention d’un nombre maximal de cellules en métaphase 
(Barch and Association of Cytogenetic Technologists. 1991). Le surnageant contenant 
ces agents est éliminé à l’aide d’une centrifugation de 8 minutes à 1000 révolutions par 
minute (rpm). On ajoute alors une solution hypotonique de chlorure de potassium 
0,075M (Sigma ; no. cat. P9333-500G) à 37oC pendant 15 minutes. Le choc hypotonique 
permet le passage de l’eau par osmose et le gonflement des cellules, ce qui favorise un 
déploiement optimal des chromosomes métaphasiques (Barch and Association of 
Cytogenetic Technologists. 1991). Suite à une seconde centrifugation de 8 minutes à 
1000 rpm, la solution hypotonique et l’excès d’eau sont retirés, permettant la fixation 
des cellules dans un mélange de carnoy 3:1, composé de méthanol (Produits Chimiques 
ACP, no. cat. M-3640) et d’acide acétique (J.T. Baker ; no. cat. 9511-02). Deux étapes 
successives de fixation et de centrifugation sont réalisées. Les préparations 
chromosomiques sont ensuite conservées à -20oC ou sont étalées sur des lames puis 
gardées à la température de la pièce afin de permettre un vieillissement des lames. 
 
Le marquage des chromosomes en bandes GTG (bandes G obtenues suite à l’action de la 
Trypsine et du Giemsa) est la coloration la plus courante. Les bandes GTG marquent des 
régions d’ADN à réplication tardive et riches en liaisons adénine-thymine qui 
correspondent à des régions pauvres en gènes actifs. Pour réaliser un marquage GTG, les 
lames ont été digérées par l’action de la trypsine 2,5 % (Gibco ; no. cat. 15090) puis ont 
été colorées au Giemsa 4 % (EMD Chemicals; no. cat. 620G-75). La génération d’un 
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profil de bandes claires et foncées facilite l’identification des chromosomes et 
l’assemblage du caryotype. Pour chaque spécimen, un minimum de vingt métaphases est 
analysé et la formule chromosomique est décrite selon les normes établies par le système 
international de nomenclature de la cytogénétique humaine 2009 (ISCN) (International 
Standing Committee on Human Cytogenetic Nomenclature. et al., 2009).  
 
2.1.2 Le caryotype spectral (SKY) 
Le caryotype spectral (SKY) est une technique de cytogénétique moléculaire basée sur 
un principe d’hybridation in situ. Les sondes, correspondant à une combinaison 
différente de cinq fluorochromes, permettent l’obtention de 24 couleurs spectrales 
associées à chaque paire d’autosomes (22) et aux deux chromosomes sexuels. 
 
Pré-traitement à la RNase/Pepsine 
Les lames pour le SKY doivent vieillir durant 3 à 4 jours à température pièce et subir, 
préalablement à l’hybridation, un traitement à la RNase et à la pepsine afin d’éviter la 
présence de cytoplasme sur les préparations chromosomiques. Le cytoplasme empêche 
l’hybridation adéquate de la sonde à son ADN complémentaire (ADNc), expliquant la 
nécessité de dégrader cette composante à l’aide de la désoxyribonucléase I (RNase) 
(Sigma ; no. cat. D5025) et de l’endoprotéase pepsine (Sigma ; no. cat. P6887).  
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Pour réaliser ce pré-traitement, nous avons déposé les lames dans une solution à 37ºC de 
RNase et de citrate de sodium 2X (2X SSC) (Sigma ; no. cat. S6639) pendant 45 
minutes. Les lames ont ensuite été lavées à trois reprises dans une solution à température 
pièce de 2X SSC pendant 5 minutes. Une à la fois, les lames ont été immergées dans une 
solution acide de pepsine (Sigma ; no. cat. 251-2) à 37ºC pendant 2 minutes puis ont été 
lavées, à deux reprises, dans un bain de tampon phosphate salin (PBS 1X) (DiaMedix ; 
no. cat. 1000-3) à température pièce pendant 5 minutes et dans une solution à 
température pièce de PBS 1X/MgCL2 (Sigma-Aldrich ; no. cat. M1028) pendant 5 
minutes. Les lames ont été fixées dans une solution de formaldéhyde 1 % (Sigma ; no. 
cat. F1268) pendant 10 minutes, ont été lavées dans le PBS 1X pendant 5 minutes et ont 
ensuite été déshydratées pendant 2 minutes dans des bains consécutifs d’alcool 70 %, 
80 % et 100 %.  
 
Dénaturation et hybridation 
Les lames ont été dénaturées pendant 1 minute dans une solution à 70oC de formamide 
70 % (Sigma ; no. cat. F7503)/2X SSC et ont été déshydratées pendant 2 minutes dans 
trois bains consécutifs d’alcool froid 70 %, 80 % et 100 %. La sonde de caryotype 
spectral pour l’humain (Applied Spectral Imaging ; vial #1 ASR1001H, SKY000028) a 
été dénaturée à 80oC pendant 7 minutes, a été incubée pendant 1 heure à 37oC puis a 
ensuite été déposée sur les lames sèches, lesquelles ont été incubées dans une chambre 
humide à 37oC pour une période de 36 à 48 heures.  
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Détection 
Pour chaque lame, nous avons réalisé trois lavages consécutifs de 5 minutes dans une 
solution de formamide 50 %/2X SSC chauffée à 45oC puis avons effectué deux lavages 
de 5 minutes dans une solution de 1X SSC chauffée à 45oC. Un lavage final de 2 
minutes a été effectué dans une solution de 4X SSC/Tween 20 0,1 % (Sigma ; no. cat. P-
9416) chauffée à 45oC. Afin de diminuer l’hybridation non-spécifique, une sonde de 
blocage (vial #2 ASR1002H, SKY000028) a été appliquée sur les lames, lesquelles ont 
ensuite été incubées pendant 30 minutes à 37oC. Les lames ont été lavées à trois reprises 
dans la solution de 4X SSC/Tween 20 0,1 % à 45oC pendant 3 minutes. Une première 
sonde, consistant en une solution « Cy5 Staining Reagent » diluée (vial #3 CAD03, 
CAD033), a été appliquée sur les lames, lesquelles ont été incubées à 45oC pour une 
période de 45 minutes. Avant d’appliquer la seconde sonde qui consiste en une solution 
« Cy5.5 Staining Reagent » diluée (vial #4 CAD04, CAD033), trois lavages successifs 
de 3 minutes ont été réalisés dans des bains de solution 4X SSC/Tween 20 0,1 % 
chauffés à 45oC. La période d’incubation de 45 minutes et les trois lavages successifs 
ont été répétés pour la deuxième sonde. Un bref lavage dans l’eau a été fait avant que les 
lames soient séchées à l’air, à l’abri de la lumière. Enfin, nous avons appliqué sur la 
région d’intérêt de chaque lame un contre-colorant « Anti-fade-DAPI Reagent » (vial #5 
ASR1005H ; SKY000028). 
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Analyse microscopique et interprétation 
La fluorescence émise par chaque paire de chromosomes a été captée par un système 
informatique décodant le spectre d’émission fluorescente de chaque chromosome en une 
seule exposition grâce à un système à filtre triple (Applied Spectral Imaging ; SKY 
CUBETM). Le système traduit cette fluorescence multiple en assignant une couleur 
spectrale à chaque paire chromosomique. Le SKY permet la mise en évidence des 
réarrangements complexes et de certaines translocations et permet aussi la 
caractérisation des chromosomes marqueurs. Toutefois, les petites délétions/duplications 
et les inversions ne sont pas détectées par cette technique. L’étude des translocations, 
des inversions chromosomiques et des délétions géniques peut aussi être réalisée à l’aide 
de la technique d’hybridation in situ en fluorescence (FISH) et de sondes ciblant des 
gènes ainsi que des régions plus spécifiques du génome. 
 
2.1.3 L’hybridation in situ en fluorescence (FISH) 
La technique de FISH permet de cibler un chromosome, une région ou un gène à l’aide 
de sondes spécifiques complémentaires à une région donnée. La technique exploite le 
principe de dénaturation et d’hybridation de l’ADN afin de permettre une hybridation 
spécifique de la sonde à son ADNc. De façon similaire à la technique de SKY, les lames 
doivent subir un pré-traitement de 45 minutes dans la solution de RNase et de deux 
minutes dans la solution acide de pepsine, si jugé nécessaire. Les lames sont ensuite 
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déshydratées pendant une minute dans des bains consécutifs d’alcool 70 %, 85 % et 
100 %.  
 
Hybridation, lavages et détection 
La dénaturation de l’ADN de la sonde et de l’ADN des lames a respectivement été 
réalisée à 73oC pendant 5 minutes et dans un bain de solution de formamide 
70 %/2X SSC à 73oC pendant 5 minutes. Les lames ont ensuite été déshydratées pendant 
une minute dans des bains consécutifs d’alcool 70 %, 85 % et 100 % puis ont été 
séchées à l’air libre avant l’application de la sonde sur la région d’intérêt. L’étape 
d’hybridation entre l’ADNc des lames et des sondes a été réalisée à 37oC dans une 
chambre humide, à l’abri de la lumière, pendant environ 16 heures. Les lames ont été 
lavées dans une solution de 0,4X SSC/0,3 % de nonidet P40 (NP-40) (Roche ; no. cat. 
11754599001) à 73oC pendant un maximum de 2 minutes et ont été lavées dans une 
solution de 2X SSC/0,1 % de NP-40 à température pièce pour un temps variable, allant 
de 5 secondes à une minute. Ces lavages permettent l’émergence du signal fluorescent et 
l’élimination de l’hybridation non-spécifique. Des lavages plus courts, à des 
températures inférieures à 73oC (moins stringeants) peuvent être utilisés selon le type de 
sonde. Afin de permettre la visualisation des chromosomes métaphasiques et des cellules 
interphasiques des lames, 10 µL d’une solution de DAPI II (Abbott Molecular; no. cat. 
30-804931) ont été ajoutés sur chaque région d’intérêt. Les images de FISH ont été 
capturées à l’aide du logiciel CytoVision® version 3.6 (Leica Microsystems). 
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Sondes Spectrum Orange Spectrum Vert
RUNX1-RUNX1T1 LSI RUNX1T1 (480 Kb) LSI RUNX1 (1,3 Mb)
EGR1 (5q31.1-31.3) LSI EGR1 (200 Kb) LSI D5S23, D5S721 (450 Kb)
CSF1R (5q33-34) LSI CSF1R (322 Kb) LSI D5S23, D5S721 (561 Kb)
CEP7 D7Z1 -
CEP8 - D8Z2
BCR-ABL1 extra signal LSI ASS-ABL (650 Kb) LSI BCR (300 Kb)  
Table 2.1. Sondes ayant servi à l’identification des translocations étudiées au cours 
de ce projet. 
 
Plusieurs sondes de FISH disponibles commercialement chez Abbott Molecular ont été 
utilisées au cours de ce projet. La sonde « RUNX1-RUNX1T1 dual-color dual fusion » 
(Abbott Molecular, Des Plaines, IL, cat. no. 08L70-020) a été utilisée afin de détecter les 
différents réarrangements de la bande chromosomique 21q22 et de RUNX1, tel 
qu’indiqué par la présence de trois signaux verts sur des chromosomes métaphasiques 
(locus de RUNX1 coloré par le spectrum vert : 1,3 Mb). D’autres sondes ainsi que des 
outils moléculaires complémentaires, tels que des sondes BACs « bacterial artificial 
chromosomes » et des sondes fosmides, permettant l’étude de régions chromosomiques 
plus petites et plus précises, ont aussi été utilisées dans le cadre de ce travail (Tables 2.1 
et 2.2).  
 
2.1.4 L’extraction de l’ADN de BACs 
Les BACs utilisés lors de ce projet représentent des séquences d’ADN spécifiques de 
150 à 200 kb contenues dans le vecteur pBACe3.6, lequel contient un facteur F de 
fertilité qui lui permet de transformer la souche bactérienne E.Coli DH10. Lorsque la 
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bactérie exprime le BAC, elle acquiert la capacité de conjugaison via le facteur F, ce qui 
favorise l’échange d’ADN entre bactéries, la réplication efficace et l’amplification de la 
séquence d’intérêt lors des cultures. Le BAC s’insère en une seule copie dans la bactérie, 
limitant le phénomène de recombinaison entre l’ADN cible et l’ADN bactérien. Les 
bactéries transformées possèdent également un gène de résistance à l’antibiotique 
chloramphénicol, favorisant la sélection positive et la survie des bactéries transformées 
et par la même occasion, la mort de celles non transformées. Les BACs utilisés ont été 
sélectionnés sur le site « Genome Browser UCSC » (http://genome.ucsc.edu/) et fournis 
par le centre « BACPAC Resources Center » (http://bacpac.chori.org/). Ils ont été 
extraits selon les recommandations du fabriquant « BACPAC Resources Center » ou à 
l’aide des ensembles d’extraction de Qiagen ou de la compagnie Gerard Biotech qui 
exploitent les mêmes principes que ceux décrits ci-dessous (« Qiagen large-construct 
kit », no. cat. 12462 ou « Spin doctor BAC prep kit », no. cat. S121L).  
 
Brièvement, les BACs ont été cultivés sur une période moyenne de 16 heures à 37oC, 
dans 125 mL de milieu de culture LB « lysogeny broth » (Difco™ ; no. cat. 240210) 
additionné de 12,5 µg/mL de chloramphénicol (Roche Applied Sciences ; no. cat. 
634433). Les culots bactériens ont été récupérés suite à une centrifugation de 10 minutes 
à 5000 rpm puis ont été homogénéisés dans 10 mL de solution P1 [5 mL Tris 1M pH 8.0 
(Roche Applied Sciences ; no. cat. 10708976001), 2 mL de EDTA 0,5M à pH 8.0 
(Gibco ; no. cat. 15575-038), 93 mL d’eau déionisée et ultrafiltrée, 50 µL de RNase 
20 mg/mL]. À l’homogénat, 10 mL de solution P2 [80 mL NaOH 0,25N (Fisher 
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Scientific ; no. cat. BP359-500), 1 g SDS (MP Biochemicals ; no. cat. 194831) et 20 mL 
d’eau] ont été ajoutés. Le mélange a été incubé pendant au moins 5 minutes avant que 
10 mL de solution P3 [KOAc 3M pH 5.5 (Ambion ; no. cat. AM9610)] y soit ajouté. La 
solution P3 favorise l’apparition d’un surnageant contenant l’ADN d’intérêt, lequel a été 
isolé par une centrifugation à 10000 rpm pendant 10 minutes et récupéré par filtration. 
La précipitation de l’ADN a été permise par l’ajout de 30 mL d’isopropanol froid 
(Fisher Chemical ; no. cat. A419-1) au surnageant et par une incubation de 5 minutes. À 
la suite d’une centrifugation de 15 minutes à 9000 rpm, l’ADN a été récupéré, nettoyé 
avec de l’éthanol 100 % puis suspendu dans du tampon Tris-EDTA 1X. 
 
2.1.5 Marquage par déplacement de coupures 
L’ADN extrait a ensuite été marqué par l’addition de fluorochromes, par la technique de 
déplacement de coupures ou « Nick translation ». En théorie, l’enzyme DNase I permet 
l’introduction, au hasard, de coupures simples brins ou « nicks » sur le fragment d’ADN 
d’intérêt. Ces coupures sont réparées grâce à l’activité polymérase de l’ADN polymérase 
I laquelle incorpore des nucléotides libres et des nucléotides marqués dUTP à l’ADN. 
Simultanément, l’activité exonucléase de cette polymérase permet d’enlever les 
nucléotides non marqués en position 5’, ce qui favorise la synthèse de nouveaux 
fragments fluorescents.  
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Pour réaliser ce marquage, l’ensemble « Nick translation kit » (Abbott Molecular ; no. 
cat. 07J00-001) a été utilisé. Nous avons combiné 1 µg d’ADN d’intérêt à 2,5 µL de 
fluorochrome 0,2 mM (Enzo Life Sciences ; Spectrum vert, no. cat. 02N32-050 et 
Spectrum orange, no. cat. 02N33-050), 5 µL de dTTP 0,1 mM, 10 µL de 
désoxyribonucléotides (dNTP) 0,1 mM, 5 µL de tampon de nick translation 10X et 
10 µL du mélange d’enzymes. L’eau a ensuite été ajoutée pour atteindre un volume final 
de 50 µL. Les réactions ont été incubées à 15oC pendant 8 à 16 heures puis les enzymes 
ont été inactivés à 70oC pendant 10 minutes.  
 
Les sondes marquées ont été récupérées sous forme de précipité par l’ajout de 10 µL 
d’ADN bloquant COT-1 1 mg/mL (Invitrogen ; no. cat. 15279-011), 30 µL (30 µg) 
d’ADN bloquant de sperme de saumon (Sigma ; no. cat. D9156-1ML), 9 µL d’acétate de 
sodium (Sigma ; no. cat. S7670-500g) et 250 µL d’éthanol 100 %. Les réactions ont été 
placées à -20oC pendant une nuit avant d’être soumises à une centrifugation à 4oC 
pendant 30 minutes à 12000 rpm. L’ADN a été séché pendant 15 minutes puis a été 
suspendu dans un volume final de 20 µL de tampon d’hybridation, contenant 6 µL d’eau 
sans nucléase et 14 µL d’une solution d’hybridation [formamide 100 %, dextran sulfate 
50 % (Sigma ; no. cat. D-8906), 20X SSC et eau déionisé et ultrafiltré].  
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2.1.6 FISH avec des sondes BACs 
Le FISH avec des sondes BACs requiert des lavages moins stringeants et/ou plus courts 
que ceux employés avec les sondes commerciales. En effet, plus le signal est petit, plus 
il est lavé rapidement dû à l’absence de fortes associations entre les deux brins d’ADN.  
 
2.1.7 Marquage des sondes fosmides avec la biotine 
Un fosmide représente une séquence d’ADN généralement de petite taille (~30 à 45 kb) 
exprimé au sein du vecteur pEpiFOS TM-5. Le fosmide s’apparente fortement au BAC 
en ce qui a trait au facteur F et au gène de résistance à l’antibiotique chloramphénicol 
qu’il exprime et à son principe d’intégration en simple copie à l’intérieur des bactéries E. 
Coli. Dû à la petite taille des sondes dérivées de fosmides (~30 à 45 kb), le signal 
devient très difficile à visualiser par microscopie lors d’un marquage standard 
fluorescent. La méthode de marquage « BioNick Labeling system » (Invitrogen ; no. cat. 
18247-015), exploitant la très forte affinité de la biotine pour l’avidine, a été utilisée afin 
de générer un signal plus robuste formé de couches successives d’anticorps fluorescents. 
 
Pour biotinyler l’ADN dérivé de fosmides, 1 µg d’ADN d’intérêt, 5 µL d’un mélange de 
dNTP 10X (contenant 0,1 mM de biotin-14-dATP) et 5 µL d’un mélange des enzymes 
DNase I et ADN polymérase I 10X ont été ajoutés à un volume prédéterminé d’eau afin 
d’obtenir un volume final de 45 µL. Ces réactions de marquage, utilisant également la 
méthode de déplacement de coupures, ont été incubées à 15oC pendant une heure, ce qui 
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a permis l’incorporation des molécules de biotine à l’ADN. Ces réactions ont été 
arrêtées par l’ajout de 5 µL d’un tampon « stop » composé de EDTA, un chélateur de 
cations qui inactive les enzymes de la réaction, puis ont été précipitées, tel que décrit 
précédemment. Un lavage supplémentaire à l’éthanol 70 % et une centrifugation de 5 
minutes à 13000 rpm ont été réalisés. Les sondes ont été suspendues dans un volume 
final de 20 µL de tampon d’hybridation [4 µL d’eau et 16 µL de solution d’hybridation]. 
 
2.1.8 FISH avec des sondes fosmides 
Tel que pour les autres techniques d’hybridation, un pré-traitement à la RNase/pepsine 
peut s’avérer nécessaire. La dénaturation de l’ADN des lames a été faite dans une 
solution de formamide 70 %/2X SSC chauffée à 73oC pendant 5 minutes. Les lames ont 
été lavées pendant une minute dans deux bains consécutifs de 2X SSC glacé, ont été 
fixées dans trois bains consécutifs d’alcool glacé 70 %, 85 % et 100 % pendant une 
minute et ont été séchées à l’air libre. Entre temps, les sondes ont été dénaturées pendant 
10 minutes dans un bain d’eau chauffée à 95oC. Les sondes dénaturées ont alors été 
appliquées sur les régions d’intérêt et les lames ont été incubées à 37oC dans une 
chambre humide pendant 16 à 20 heures. 
 
Suite à la période d’incubation, les lames ont été lavées pendant environ 30 secondes 
dans deux bains de formamide 50 %/2X SSC à pH 7.0 chauffée à 37oC. Les lames ont 
ensuite été lavées pendant environ 30 secondes dans deux bains de tampon 2X SSC 
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chauffées à 37oC et ont été immergées pendant 10 minutes dans une solution de blocage 
de PBS/BSA 2 % à température pièce. Le premier anticorps (50 µL) a été appliqué sur la 
région d’intérêt, laquelle a été recouverte d’un parafilm et les lames ont été incubées 
pendant 45 minutes à 37oC. Le premier anticorps consiste en une solution de 
streptavidine couplée au fluorochrome TEXAS RED 1 µg/mL (GE Healthcare ; no. cat. 
RPN1233V) et diluée à une concentration finale de 0,05 % (4 µL d’anticorps et 
5,997 mL de PBS/BSA 1 %). Les lames ont été lavées dans deux bains de solution de 
lavage PBS/Tween 20 à température pièce pendant 5 minutes. Le second anticorps 
(50 µL) a été appliqué sur les lames, lesquelles ont été incubées puis lavées, tel que 
décrit pour le premier anticorps. L’anticorps secondaire correspond à une molécule de 
biotine couplée à un anti-streptavidine 5 µg/mL (Vector Laboratories ; no. cat. BA-
0500) et diluée à une concentration finale de 1 % (4 µL d’anticorps et 396 µL PBS/BSA 
0,5 %). Finalement, un troisième anticorps (50 µL) a été appliqué, incubé puis lavé, tel 
que décrit. Le troisième anticorps consiste en une solution de streptavidine marquée au 
TEXAS RED 1 µg/mL et diluée à une concentration finale de 0,1 % (1 µL d’anticorps et 
999 µL de PBS/BSA 1 %). La superposition de deux couches biotine/streptavidine 
favorise l’amplification du signal selon une interaction forte et spécifique. Dix µL du 
contre-colorant DAPI II, additionné d’environ 5 µL d’agent « anti-fade Vectashield » 
(Vector Laboratories ; no. cat. H-1000), ont finalement été appliqués sur la région 
d’intérêt afin de visualiser les noyaux et les chromosomes métaphasiques. 
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Plusieurs sondes BACs et fosmides ont été utilisées afin de cloner les points de cassures 
des différentes translocations présentées dans ce manuscrit (Fig. 2.1 et table 2.2). Le 
BAC RP11-299D9 (139 kb), couvrant les exons 2 à 8 de RUNX1 et le BAC RP11-
771C10 (195 kb), couvrant les exons 7 et 8 et une région en position 3’ de RUNX1, ont 
été fréquemment utilisés afin d’étudier les régions plus centromériques de RUNX1. Les 
régions plus télomériques ont été couvertes par le BAC RP11-17O20 (142 kb), ciblant 
l’exon 1, une grande partie de l’intron 1 et une région en 5’ de RUNX1. Le BAC RP11-
100J18 (172 kb), couvrant la partie 5’ du gène, l’exon 1 et une partie l’intron 1 de 
RUNX1, a aussi été utilisé.  
 
 
Figure 2.1. Positionnement des sondes « bacterial artificial chromosomes » par 
rapport au locus RUNX1 localisé à la bande 21q22.12. L’exon 1 est situé en position 
télomérique sur le chromosome 21 tandis que l’exon 8 est localisé en position 
centromérique.  
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Translocation BAC/fosmide Position Gène
t(7;21)(p22.1;q22) RP11-299D9 21q22.12 RUNX1
RP11-771C10 21q22.12 RUNX1
RP11-1132K14 7p15.2 HOXA
RP11-692L4 7p21.2 ETV1
RP11-164P11 7p22.1 USP42
RP11-90J23 7p22.1 PMS2
RP11-296K15 7p22.2 NUDT1
RP11-2K20 7p22.1 USP42
RP11-805P12 7p22.1 USP42
t(1;21)(p22.3;q22) RP11-299D9 21q22.12 RUNX1
RP11-17O20 21q22.12 RUNX1
RP11-454F23 1p31.1 USP33
RP11-192G4 1p31.1 COL24A1
RP11-775P20 1p22.3 CLCA2
RP11-47F20 1p22.3 CLCA2
t(15;21)(q26.1;q22) G248P8181C2 21q22.12 RUNX1
RP11-100J18 21q22.12 RUNX1
RP11-17O20 21q22.12 RUNX1
RP11-299D9 21q22.12 RUNX1
RP11-771C10 21q22.12 RUNX1
RP11-90E5 15q26.3 ADAMTS17
RP11-337N12 15q26.2 NR2F2
RP11-369O17 15q26.1 RGMA
RP11-79A7 15q26.1 ST8SIA2
RP11-113M15 15q26.1 SLCO3A1
RP11-615N7 15q26.1 SLCO3A1
RP11-24J19 15q26.1 SLCO3A1
RP11-345O16 15q26.1 -
RP11-661P17 15q26.1 -
RP11-378B5 15q26.1 SV2B
RP11-360F18 15q26.1 CRTC3, BLM
t(8;21)(q23.3;q22) - - -  
Table 2.2. Sondes « bacterial artificial chromosomes » (BACs) et fosmides utilisées 
lors de la caractérisation des t(7;21)(p22.1;q22), t(1;21)(p22.3;q22) et 
t(15;21)(q26.1;q22). Aucune analyse, à l’aide de sonde BAC, n’a été effectuée pour la 
t(8;21)(q23.3;q22). La localisation chromosomique et le gène ciblé par chaque sonde 
sont indiqués.  
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2.2 Extraction des acides nucléiques 
Plusieurs techniques de PCR ont été réalisées sur les spécimens de sang et/ou de moelle 
osseuse des patients leucémiques évalués au cours de ce projet. À ces fins, les acides 
nucléiques, soit ribonucléiques (ARN) ou désoxyribonucléiques (ADN), ont été extraits 
à partir des cellules mononuclées cryopréservées. 
 
2.2.1 Extraction des ARN totaux par le TRIzol™ 
Les ARN totaux ont été extraits à partir des suspensions cellulaires conservées dans une 
solution de TRIzol™ (Invitrogen ; no. cat. 15596018), selon le protocole du fournisseur. 
Brièvement, à 1 mL de cellules homogénéisées dans le TRIzol™, nous avons ajouté 
0,2 mL de chloroforme (Sigma ; no. cat. 366919-1L). Suite à un mélange vigoureux, les 
cellules ont été incubées pour une période de 10 minutes à la température de la pièce 
afin de permettre la solubilisation des composantes cellulaires dans les différentes 
phases organiques et aqueuses. Les échantillons ont ensuite été centrifugés à 4oC à une 
vitesse de 12000 rcf « relative centrifuge force » pendant 15 minutes afin de séparer la 
phase aqueuse (hydrophilique) contenant les ARN totaux de l’interphase blanchâtre 
(ADN) et de la phase organique comprenant les composantes hydrophobes (phénol, 
protéines, lipides). Un volume d’isopropanol (0,5 mL pour 1 mL de TRIzol) a été ajouté 
et mélangé à la phase aqueuse afin de précipiter les ARN totaux, lesquels ont été 
récupérés après 5 à 10 minutes d’incubation à température pièce, suite à une 
centrifugation de 10 minutes à 4oC à une vitesse de 12000 rcf. Les ARN totaux ont été 
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lavés avec de l’éthanol 75 % (1 mL pour 1 mL de TRIzol) puis ont été suspendus dans 
un volume pré-déterminé d’eau traité au pyrocarbonate d’éthyle (DEPC ; ~25 à 50 µL). 
La dissolution de l’ARN a été favorisée par une incubation de 10 à 15 minutes à 60oC.  
 
2.2.2 Extraction de l’ADN génomique par la technique 
phénol/chloroforme 
Un protocole standard d’extraction phénol/chloroforme a été utilisé afin d’extraire 
l’ADN génomique des cellules leucémiques conservées dans une solution de DMSO 
(Sigma ; no. cat. D2650) (Sambrook et al., 1989). Brièvement, les cellules ont été 
incubées à 37oC dans une solution de NaCl/EDTA/protéinase K [2 mL de NaCl 5M 
(Sigma ; no. cat. S3014-500G), 200 µL de EDTA 0,5M pH 8,0, 200 µL de protéinase K 
2 mg/mL (Roche Applied Sciences ; no. cat. 03115879001)] pour une durée de 24 à 48 
heures afin de permettre une digestion enzymatique des membranes cellulaires et 
nucléaires. L’EDTA chélate les cations magnésium requis pour l’activité des DNases, 
permettant à l’ADN de demeurer intact dans le surnageant. À la fin de la période de 
digestion, 4 mL d’un mélange (1:1) homogène de phénol (EMD Chemicals; no. cat. 
6710) et de chloroforme ont été ajoutés à la suspension cellulaire. Les tubes ont été 
agités pendant 20 minutes puis soumis à une centrifugation de 10 minutes à 2000 rpm. 
Quatre mL de chloroforme ont été ajoutés à la phase aqueuse recueillie. Les tubes ont 
été agités pendant 20 minutes puis ont été centrifugés à 2000 rpm pendant 10 minutes 
afin de récupérer à nouveau le surnageant. L’ADN a été précipité par l’ajout de 200 µL 
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d’acétate de sodium 3M à pH 5,2 et de 4 mL d’éthanol 95 % puis il a été nettoyé de 
toute trace de sel par l’ajout de 500 µL d’éthanol 70 %. La dissolution de l’ADN dans un 
volume adéquat de tampon Tris-EDTA 1X a été favorisée par une incubation à 37oC 
pendant une nuit ou par un chauffage à 55oC pendant environ 2 heures.  
 
2.3 Synthèse de l’ADNc 
L’ADNc est un ADN simple brin synthétisé à partir de l’ARN messager (ARNm) lors 
d’une réaction de transcription inverse. Au cours de ce projet, nous avons utilisé deux 
ensembles de synthèse d’ADNc et avons respecté les instructions établies par le 
fournisseur (Invitrogen : SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR ; no. 
cat. 11904-018 ou ABI : High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit ; no. cat. 
4368814).  
 
2.3.1 Synthèse d’ADNc selon le protocole d’Invitrogen 
Pour chaque réaction de synthèse, un mélange des réactifs suivants a été réalisé : 2 µg 
ARN, 1 µL de « random hexamers », 1 µL de 10 nM dNTP et un volume ajusté d’eau 
DEPC pour atteindre un volume de 10 µL. Les réactions ont été incubées à 65oC pendant 
5 minutes puis ont été mises sur glace pendant au moins une minute. À chaque réaction, 
9 µL du mélange suivant ont été ajoutés : 2 µL du tampon RT 10X, 4 µL de MgCL2 
25 mM, 2 µL de DTT 0,1M et 1 µL du mélange de l’enzyme recombinante RNaseOUT 
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et de l’inhibiteur de la ribonucléase. Les réactions ont été incubées à 25oC pendant 2 
minutes puis nous avons ajouté 1 µL (50 unités) d’enzyme SuperScriptTM II RT à chaque 
réaction. La synthèse de l’ADNc a été réalisée selon le cycle suivant : 10 minutes à 
25oC, 50 minutes à 42oC et 15 minutes à 70oC. À la fin de la période de synthèse, 1 µL 
de ribonucléase RNase H a été ajouté puis les réactions ont été incubées à 37oC pendant 
20 minutes afin de permettre la dégradation des brins d’ARN résiduels. 
 
2.3.2 Synthèse d’ADNc selon le protocole d’ABI 
Pour chaque réaction, un mélange composé de 2 µL de tampon 10X de RT, 0,8 µL de 
dNTP 25X (100mM), 2 µL de « random primers », 1 µL des enzymes « MultiScribe 
reverse transcriptase » et un volume ajusté d’eau sans nucléase ont été ajoutés à 2 µg 
d’ARN pour atteindre un volume final de 20 µL. Les réactions ont été placées dans un 
thermocycleur et ont été soumises aux conditions suivantes : 10 minutes à 25oC, 120 
minutes à 37oC et 5 secondes à 85oC.  
 
2.4 « Polymerase chain reaction » ou PCR et variantes  
La technique de « polymerase chain reaction » (PCR) permet l’amplification d’un ADN 
cible à l’aide d’amorces spécifiques à la région d’intérêt. La PCR permet un 
dédoublement de l’ADN d’intérêt de façon exponentielle suivant des cycles répétitifs de 
dénaturation, d’hybridation et d’extension. Au cours de ce projet, les protocoles 
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accompagnant les trousses de PCR des compagnies Qiagen (HotStar HiFidelity 
Polymerase Kit ; no. cat. 202602) et Invitrogen (Platinum Taq DNA Polymerase High 
Fidelity ; no. cat. 11304-011) ont été utilisées afin de réaliser différentes PCR sur de 
l’ADNc et de l’ADN génomique.  
 
2.4.1. PCR à haute fidélité selon Qiagen 
À l’ADN (10-100 ng d’ADNc ou ADN génomique), 10 µL de tampon PCR 5X HotStar 
HiFidelity, 10 µL de chacune des amorces sens et anti-sens 5 µM, 1 µL d’enzyme 
HotStar HiFidelity ADN polymérase et un volume ajusté d’eau ont été ajoutés afin 
d’obtenir un volume final de 50 µL. Les réactions ont été placées dans un thermocycleur 
selon les conditions générales suivantes : 5 minutes à 95oC suivi de 35 à 40 cycles de 
dénaturation à 94oC pendant 15 secondes, d’hybridation à 55-60oC pendant une minute 
et d’extension à 72oC ou 68oC pendant une minute par kb de produit à amplifier. Une 
étape d’extension finale de 10 minutes à 72oC permet de terminer la réaction, laquelle a 
été conservée à 4oC.  
 
2.4.2 PCR à haute fidélité selon Invitrogen 
À environ 100 ng d’ADN génomique, nous avons ajouté 5 µL de tampon PCR 10X High 
Fidelity, 1 µL du mélange de dNTP 10 mM, 2 µL de MgSO4 50 mM, 1 µL de chacune 
des amorces sens et anti-sens 10 µM, 0,2 µL d’enzyme « Platinum Taq High Fidelity » 
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et un volume ajusté d’eau afin d’obtenir un volume final de 50 µL. Les réactions ont été 
soumises aux conditions générales suivantes : 2 minutes de dénaturation initiale à 94oC 
suivi de 35 cycles de dénaturation de 30 secondes à 94oC, d’hybridation de 30 secondes 
à 60oC et d’extension de 3 minutes à 68oC. Une étape d’extension finale à 68oC pendant 
un maximum de 10 minutes a aussi été réalisée. Ce protocole a été utilisé afin 
d’amplifier les jonctions génomiques des fusions RUNX1-USP42/USP42-RUNX1 et des 
fusions RUNX1-TRPS1/TRPS1-RUNX1. Une liste des différentes amorces utilisées pour 
l’amplification des jonctions génomiques de chacune de ces fusions est présentée 
(Tables 2.3-2.5).  
 
Amorce Gène Exon/intron Séquence (5'→3')
RUNX1_int7F RUNX1 intron 7 CTGCTACAGACTTGGGCTGTTTCT
RUNX1_int7F1 RUNX1 intron 7 CTCAGGGCAAATGAAGCAAGAGGA
RUNX1_int7R RUNX1 intron 7 ACTGCTGAGCGAATGTCAGGGAAT
RUNX1_int7R1 RUNX1 intron 7 ACCCTGGAGAAGTTCAGGTTCCTT
USP42_int2R USP42 intron 2 GCTTGCCCATCTCAATTCTCACCA
USP42_int1F USP42 intron 1 CTAACGGTAGGGTAAGGAGATTGC  
Table 2.3. Séquences des oligonucléotides ayant servi à l’amplification des jonctions 
génomiques des gènes de fusion RUNX1-USP42 et USP42-RUNX1. 
 
Amorce Gène Exon/intron Séquence (5'→3')
RUNX1_int6_1F RUNX1 intron 6 TGACCACAAAGCCACAAAGCTTCC
RUNX1_int6_2F RUNX1 intron 6 ACATCGCTGCTCTGGCTTTCTTTC
RUNX1_int6_R1 RUNX1 intron 6 ACCAAATCTACACCCAGGCATATC
RUNX1_int6_R2 RUNX1 intron 6 CAGCTGACCTGCCCTATGAGAAAT
TRPS1_int2_R TRPS1 intron 2 TGCATCACAGTGGTCAGATCAGGT
TRPS1_int2_F1 TRPS1 intron 2 TTAAGAAACAGCAGCCACGGAACC
TRPS1_int2_F2 TRPS1 intron 2 TGTGCTTGGCCCAGTGTACTTTCT  
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Table 2.4. Séquences des oligonucléotides ayant servi à l’amplification des jonctions 
génomiques des gènes de fusion RUNX1-TRPS1 et TRPS1-RUNX1. 
 
2.4.2 La « reverse transcriptase-PCR » (RT-PCR) 
La « reverse transcriptase-PCR » est une technique réalisée à l’aide d’une enzyme 
transcriptase inverse laquelle convertit l’ARN en ADNc. Au cours de ce projet, nous 
avons utilisé les trousses de RT-PCR de Qiagen « QIAGEN OneStep RT-PCR kit » 
(Qiagen ; no. cat. 210212) et d’Invitrogen « SuperScript® One-step RT-PCR with 
Platinium Taq » (Invitrogen ; no. cat. 10928-042). 
 
2.4.2.1 RT-PCR selon Qiagen 
À l’ARN total (~1 à 2 µg), nous avons ajouté 10 µL de tampon Qiagen 5X, 2 µL du 
mélange de dNTP, 6 µL de chacune des amorces sens et anti-sens 5 µM, 2 µL du 
mélange des enzymes « Omniscript reverse transcriptase », « Sensiscript reverse 
transcriptase » et « HotStar Taq » ADN polymérase et un volume ajusté d’eau afin 
d’obtenir un volume final de 50 µL. L’ADNc a été synthétisé à 50oC pendant 30 minutes 
puis une inactivation des transcriptases inverses et une activation de la Taq polymérase 
ont été réalisées pendant 15 minutes à 95oC. En moyenne, 35 cycles répétitifs de PCR 
ont été effectués suivant une dénaturation à 94oC pendant 30 secondes, une hybridation à 
60oC pendant 45 secondes et une extension à 72oC pendant une minute, avec une 
extension finale de 7 minutes à 72oC.  
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2.4.2.2 RT-PCR selon Invitrogen 
À l’ARN (environ 1 µg), nous avons ajouté 25 µL du mélange réactionnel 2X, 1 µL de 
chacune des amorces sens et anti-sens 10 µM, 1 µL du mélange des enzymes 
« Superscript II reverse transcriptase » et « Platinum Taq » ADN polymérase et un 
volume ajusté d’eau distillée afin d’obtenir un volume final de 50 µL. Les réactions de 
synthèse d’ADNc ont été réalisées pendant 30 minutes à 50oC puis la transcriptase 
inverse a été inactivée à 94oC pendant 2 minutes. Cette étape a également permis 
l’activation de la Taq polymérase. En moyenne, 35 cycles de dénaturation à 94oC 
pendant 15 secondes, d’hybridation à 55-60oC pendant 30 secondes et d’élongation à 68-
72oC pendant une minute par kb de produit à amplifier et une extension finale de 10 
minutes à 72oC ont été réalisés pour chaque expérience.  
 
Une liste des amorces utilisées pour l’amplification des divers gènes de fusion identifiés 
dans ce manuscrit (RUNX1-USP42/USP42-RUNX1, RUNX1-CLCA2/CLCA2-RUNX1, 
RUNX1-TRPS1/TRPS1-RUNX1 et RUNX1-SV2B) est présentée (Table 2.5). 
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Translocation Amorce Gène Position Séqquence (5'→3')
RUNX1_ex1F RUNX1 exon 1 ACAGAACCACAAGTTGGGTAGCCT
RUNX1_ex4F RUNX1 exon 4 GAGCTGAGAAATGCTACCGCAG
RUNX1_ex4,5F RUNX1 exon 4-5 TGTCGGTCGAAGTGGAAGAGG
RUNX1_ex7F RUNX1 exon 7 CCATTGCCTCTCCTTCTGTGC
RUNX1_ex6R RUNX1 exon 6 AGGGTTAAAGGCAGTGGAGTGGTT
RUNX1_ex7R RUNX1 exon 7 AGGCAATGGATCCCAGGTATTGGT
RUNX1_ex7R2 RUNX1 exon 7 GTGAAATGGGCGTTGCTGGGT
RUNX1_ex8R RUNX1 exon 8 ACCATGGAGAACTGGTAGGAGC
USP42_ex2F USP42 exon 2 AGACATGGATGCAGGTTCTGCC
USP42_ex2F1 USP42 exon 2 CTGAATCTTCAGACCCATCAGCCT
USP42_ex2F2 USP42 exon 2 AAAGGATCAAGCCCTAGGTGA
USP42_ex5F USP42 exon 5 TGCTTGAATGGCAGCAATAA
USP42_ex15F USP42 exon 15 AAATCGGCAGCCTCAGAAAGGT
USP42_ex3R USP42 exon 3 TATTGCCCAAATTCTGGAGCCCA
USP42_ex3R1 USP42 exon 3 TGTTGCCACTTAAGACAAATCTTC
USP42_ex4R USP42 exon 4 ACGTCCCCAGGATTACTGAGTGCC
USP42_ex6R USP42 exon 6 GGTATCCTCCAAATATCTGACAAAC
USP42_ex14R USP42 exon 14 CGTCGAGCCTTTCAGTTTGTTGCT
USP42_ex15R USP42 exon 15 TACAAGTGCAGTTCTGTCGTGGGA
ACTB_ex3F ACTB exon 3 ACCAACTGGGACGACATGGAGAAA
ACTB_ex4R ACTB exon 4 TAGCACAGCCTGGATAGCAACGTA
RUNX1_ex1F RUNX1 exon 1 ACAGAACCACAAGTTGGGTAGCCT
RUNX1_ex2F RUNX1 exon 2-3 AATCCTTCTAGAGACGTCCACGATGC
RUNX1_ex4,5F RUNX1 exon 4-5 TGTCGGTCGAAGTGGAAGAGG
RUNX1_ex6F RUNX1 exon 6 CCTCCCTGAACCACTCCACT
RUNX1_ex7R RUNX1 exon 7 AGGCAATGGATCCCAGGTATTGGT
RUNX1_ex8R RUNX1 exon 8 ACCATGGAGAACTGGTAGGAGC
CLCA2_ex2R CLCA2 exon 2 TAGCTTTCCATGTGGCAGGT
CLCA2_ex4R CLCA2 exon 4 TGGGCCCATTCATGGACAAACACT
CLCA2_ex5R CLCA2 exon 5 GGGTGCTATTGTAGATAAAGGTGC
CLCA2_ex7R CLCA2 exon 7 TTTGGTGTAGCTGGGCTCTGATCT
CLCA2_ex10R CLCA2 exon 10 CATAGTGTCGTTGCCCACAG
CLCA2_ex1F CLCA2 exon 1 AGTTTGTGACTCTCCTGGTTGCCT
CLCA2_ex8F CLCA2 exon 8 TTCTTGGCAATTGCTTACCC
RUNX1_ex4,5F RUNX1 exon 4-5 TGTCGGTCGAAGTGGAAGAGG
RUNX1_ex8R RUNX1 exon 8 ACCATGGAGAACTGGTAGGAGC
TRPS1_ex3R TRPS1 exon 3 TGTCTGTCACCTCATCATGCGGAA
TRPS1_ex4R TRPS1 exon 4 TGACATCCGATGCTTGGGACTCAT
TRPS1_ex1F TRPS1 exon 1 TGCCGAGGGTGTTCTTGACGATTA
RUNX1_ex1aF RUNX1 exon 1a ACAGAACCACAAGTTGGGTAGCCT
RUNX1_ex1bF RUNX1 exon 1b TCATTTCCTTCGTACCCACAGTGC
RUNX1_ex1bF2 RUNX1 exon 1b TTCCTTCGTACCCACAGTGCTTCA
SV2B_int1AS SV2B intron 1 AS AGGGCCTCTTCTTTCTTGTCACCA
SV2B_int1AS1 SV2B intron 1 AS ACATCTTATCCTGCTGCCTCTGGT
SV2B_int1AS2 SV2B intron 1 AS TGGCTTTGGAGCTGAGGGACAATA
SV2B_int1AS3 SV2B intron 1 AS ATCCTTGTCACGCCTGTAATCCCA
t(7;21)    
(p22;q22)/    
RUNX1-USP42 
et USP42-
RUNX1
t(1;21) 
(p22;q22)/   
RUNX1-CLCA2
t(8;21) 
(q23.3;q22)/ 
RUNX1-TRPS1 
et TRPS1-
RUNX1
t(15;21) 
(q26.1;q22)/ 
RUNX1-SV2B
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Table 2.5. Séquences des oligonucléotides ayant servi à l’étude, à l’amplification et 
au clonage des gènes de fusion RUNX1-USP42/USP42-RUNX1, RUNX1-
CLCA2/CLCA2-RUNX1, RUNX1-TRPS1/TRPS1-RUNX1 et RUNX1-SV2B.  
 
2.4.3 Technique de RACE PCR selon Invitrogen 
La technique de 3’RACE PCR exploite la queue poly(A) exprimée par tous les ARNm. 
À l’aide d’une amorce spécifique à cette composante, il devient possible de déterminer 
la région 3’ d’un ARNm dont la séquence est partiellement inconnue. Le protocole 
fourni avec la trousse « 3’RACE System For Rapid Amplification of cDNA Ends » de 
Invitrogen (Invitrogen ; no. cat. 18373-019) a été respecté. 
 
Brièvement, un mélange d’ARN (1-2 µg), d’amorces 10 µM « SuperScript™ II Reverse 
Transcriptase adapter primer » (1 µL) et d’eau a été dénaturé par un chauffage à 70oC 
pendant 10 minutes. Un mélange de 2 µL de tampon PCR 10X, de 2 µL de MgCL2 
25mM, de 1 µL de dNTP 10mM et de 2 µL de DTT 0,1M a été ajouté à l’ARN puis a 
été soumis à 42oC pendant 5 minutes. L’enzyme « SuperScript™ II RT » (1µL) a été 
ajouté au mélange contenant l’ARN et les amorces AP « adapter primer ». La réaction 
de synthèse de l’ADNc a été réalisée à 42oC pendant 50 minutes puis à 70oC pendant 15 
minutes. L’enzyme « RNase H » a été ajoutée à la réaction, laquelle a été incubée à 37oC 
pendant 20 minutes. Des PCR ont ensuite été réalisées à l’aide de l’ensemble « Platinum 
Taq DNA Polymerase High Fidelity » de Invitrogen, d’amorces « Universal 
Amplification Primers » 10 µM et d’amorces spécifiques à l’extrémité 5’ de RUNX1 
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(Table 2.6). Les conditions d’amplification suivantes ont été utilisées : dénaturation 
initiale à 94oC pendant 3 minutes suivi de 35 cycles de dénaturation à 94oC pendant 30 
secondes, d’hybridation à 55oC pendant 30 secondes et d’extension à 68oC pendant 3 
minutes. Une extension finale à 68oC de 7 minutes a aussi été réalisée.  
 
La technique de 5’RACE PCR de Invitrogen (Invitrogen ; no. cat. 18374-058) a 
également été utilisée afin d’étudier la fusion réciproque générée lors de la 
t(15;21)(q26.1;q22). Contrairement à la 3’RACE laquelle exploite la queue poly(A), la 
5’RACE exploite la coiffe 7-méthylguanine des ARNm. Des amorces spécifiques à 
l’extrémité 3’ de RUNX1 (Table 2.6), des amorces « Universal Amplification Primers » 
10 µM et l’ensemble de PCR « Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity » de 
Invitrogen ont été utilisées afin d’étudier les possibles fusions de la t(15;21)(q26.1;q22). 
Les conditions d’amplification suivantes ont été respectées : 2 minutes de dénaturation 
intitiale à 94oC suivi de 35 cycles de dénaturation à 94oC pendant une minute, 
d’hybridation à 55oC pendant une minute et d’extension à 68oC pendant 2 minutes.  
 
PCR Amorce Gène Exon/intron Séquence (5'→3')
3'RACE RUNX1_ex1aF RUNX1 exon 1a 5’GCTGAAACAGTGACCTGTCTTGGT
RUNX1_ex1bF RUNX1 exon 1b 5’TCATTTCCTTCGTACCCACAGTGC
RUNX1_ex1bF2 RUNX1 exon 1b 5’TTCCTTCGTACCCACAGTGCTTCA
5'RACE RUNX1_2,3R RUNX1 exon 2-3 5’GCATCGTGGACGTCTCTAGAAGGATT 
RUNX1_4R RUNX1 exon 4 5’TCCCACTTCGACCGACAAACCTGA  
Table 2.6. Séquences des oligonucléotides ayant servi à l’étude et/ou à 
l’amplification des transcrits de fusion RUNX1-SV2B. 
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2.5 Extraction, clonage de l’ADNc et séquençage 
2.5.1. Extraction de l’ADNc d’un gel d’agarose 
Avant le séquençage, les produits de PCR ont d’abord été extraits du gel d’agarose à 
l’aide de la trousse d’extraction « QIAEX II Gel Extraction Kit » (Qiagen ; no. cat. 
20021), selon le protocole fourni par la compagnie. Cette méthode exploite le principe 
que des particules de gel de silice puissent lier l’ADN libéré lors de la dissolution du gel 
d’agarose, en présence d’un tampon à forte teneur en sels. La forte teneur en sels du 
tampon QX1 produit une rupture des liaisons hydrogènes établies entre l’ADN et 
l’agarose, libérant ainsi l’ADN en solution. L’ADN est retenu par les particules de silice 
et est ensuite élué par un contact des billes avec de l’eau ayant une faible teneur en sels.  
 
Brièvement, aux bandes d’ADN d’intérêt, nous avons ajouté un volume de tampon QX1 
calculé en fonction du poids des bandes d’agarose (ex : 300 µL de QX1 pour 0,1 g 
d’ADN). À ce mélange, nous avons ajouté 10 µL de particules de gel de silice QIAEX II 
en suspension (≤2 µg d’ADN), puis avons chauffé ce mélange à 50oC pendant 10 
minutes. Les billes ont été récupérées par centrifugation, ont été lavées avec 500 µL de 
tampon QX1 et ont été lavées à deux reprises avec 500 µL de tampon PE contenant de 
l’éthanol. L’élution de l’ADN des billes de silice a été permise par l’addition d’environ 
15 à 20 µL d’eau déionisée et ultrafiltrée (pH 7.0 à 8.5). 
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2.5.2 Clonage des produits PCR (vecteur pGEM-T Easy) 
Au cours de ce projet, nous avons eu recours à la technique de clonage afin de confirmer 
la nature de certains produits d’amplification de la fusion RUNX1-USP42 obtenus par 
RT-PCR à l’aide des amorces RUNX1_4,5exF et USP42_ex3R (voir section 3.3.1). 
Chaque produit d’amplification a été inséré, par ligation, à l’intérieur d’un vecteur 
pGEM-T Easy (Fisher Scientific ; no. cat. A1380) suite à l’ajout des réactifs suivants : 
5 µL de tampon de ligation 2X de la ligase T4, 1 µL (50 ng) du vecteur pGEM-T Easy, 
une quantité variable de produit PCR dit insert (ou 2 µL d’ADN contrôle 4 ng/µL), 1 µL 
d’ADN ligase T4 (3 unités/µL) et un volume ajusté d’eau pour atteindre un volume final 
de 10 µL. La quantité d’insert à mettre dans la réaction de ligation (en ng) a été définie 
en fonction de la concentration de l’insert, de la taille de l’insert (en kb) et du ratio 
insert/vecteur sélectionné (3:1). Les valeurs constantes suivantes ont été utilisées : 50 ng 
(quantité de vecteur) et 3,015 kb (taille du vecteur). Afin d’optimiser les ligations, une 
série de réactions a été incubée à la température pièce pendant une heure et une autre 
série a été incubée à 4oC pendant toute une nuit.  
Voici un exemple de calcul : 
50 ng (quantité de vecteur) X 0,4 kb (taille de l’insert)   X   3 (ratio) 
                          3,015 kb (taille du vecteur)                          1               = 19,9 ng d’insert 
 
Transformation des bactéries compétentes, sélection et extraction des vecteurs 
Les vecteurs exprimant l’insert ont ensuite été insérés dans des bactéries compétentes 
JM109 (Fisher Scientific ; no. cat. A1380). Deux µL de chaque réaction de ligation ont 
été mélangés aux bactéries puis celles-ci ont été incubées sur glace pendant 20 minutes. 
  
 
102
Le choc thermique a été réalisé à 42oC pendant 45 secondes puis sur glace pendant 2 
minutes. Les bactéries transformées ont été cultivées à 37oC dans 950 µL de milieu 
nutritif SOC (Sigma-Aldrich ; S-1797) pendant 90 minutes. Les bactéries transformées 
ont été striées sur des pétris préalablement conditionné à l’ampicilline (100 µg/mL) 
(Sigma-Aldrich ; A2804-50MG), contenant 50 µL d’isopropyl β-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG à 100 mM) (Sigma-Aldrich ; I-1284) et 50 µL de X-Gal 
(5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside à 50 mg/mL) (Sigma-Aldrich ; 
B4252-50MG ). Les pétris ont été incubés à 37oC pendant 16 à 24 heures puis les 
colonies blanches ont été sélectionnées. En effet, le IPTG induit la transcription de la β-
galactosidase encodée par la séquence LacZ du vecteur. Le X-gal est un substrat de la β-
galactosidase qui forme un composé bleu. Ainsi, lorsque la bactérie intègre un vecteur 
seul, elle exprime la β-galactosidase et hydrolyse le X-gal. Cependant, le vecteur est 
construit afin que les séquences d’intérêt s’insèrent dans la séquence LacZ, empêchant 
l’expression de la β-galactosidase et ainsi l’hydrolyse du X-gal. Les colonies ont ensuite 
été cultivées à 37oC dans 2 mL de milieu LB conditionné avec 20 µL d’ampicilline 
10 mg/mL pendant toute une nuit. Les vecteurs ont été extraits selon le protocole 
accompagnant la trousse « QIAprep Spin Miniprep Kit » (Qiagen ; no. cat. 27104).  
 
Digestion des vecteurs et isolation de l’ADN d’intérêt 
L’insert a été extrait du vecteur en tirant profit des sites de restriction de l’enzyme 
EcoRI, présents de part et d’autre du site d’insertion dans le vecteur pGEM-T. La 
digestion a été réalisée dans un volume total de 20 µL, en utilisant 5 µL du vecteur 
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extrait, 2 µL de tampon EcoRI, 0,5 µL d’enzyme EcoRI (New England Biolabs ; no. cat. 
R01015) et 12,5 µL d’eau. La digestion a été réalisée pendant une heure à 37oC.  
 
2.5.3 Méthode Sanger de séquençage 
Suivant la purification des produits PCR, le séquençage a été effectué à la plate-forme de 
génomique de l’Institut de recherche en immunologie et cancérologie (IRIC) de 
Montréal, à l’aide de la méthode par « terminaison de chaîne » de Sanger et d’un 
séquenceur 3730 de Applied Biosystems. Brièvement, l’ADN a été mélangé à une 
amorce spécifique (5 µM), à du tampon de séquençage, à une solution de séquençage 
« BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit » laquelle contient des dNTPs, aux 
quatre didésoxyribonucléotides marqués d’un fluorochrome différent et à une ADN 
polymérase. La réaction a été placée sur un thermocycleur « Veriti 96 Well Fast Thermal 
Cycler » pendant deux heures et demie suivant un cycle d’activation d’une minute à 
96oC et 25 cycles de dénaturation de 10 secondes à 96oC, d’hybridation de 5 secondes à 
50oC et d’élongation d’une minute et 15 secondes à 60oC. Les produits ont ensuite été 
purifiés à l’éthanol, précipités par l’addition d’acétate de sodium 0,1M et lavés par 
l’ajout d’éthanol 95 % et d’éthanol 70 %. Le précipité a été suspendu dans une solution 
d’injection, a été chargé dans les capillaires du séquenceur et a été soumis à 
l’électrophorèse afin de permettre l’émission de la fluorescence de chaque brin produit. 
La fluorescence a finalement été captée à partir du bas du gel puis a été décodée, 
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permettant l’établissement d’un chromatogramme associé à la séquence du produit 
initial. 
 
2.6 PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) 
La PCR quantitative en temps réel (qRT-PCR) est une méthode qui permet la 
quantification d’un produit, de façon directement proportionnelle à sa quantité de départ. 
La qRT-PCR est basée sur la détection et la quantification d’un émetteur fluorescent qui 
est interprété par un système informatique. L’augmentation du signal fluorescent est 
directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés durant la réaction. Au 
cours de ce projet, nous avons utilisé des sondes TaqMan afin de détecter l’amplification 
spécifique de chacune des cibles étudiées. 
 
Sondes TaqMan® et validation des essais  
La sonde Taqman® est un fragment d’ADN monobrin spécifique à une séquence cible, 
couplé en 5’ à un fluorochrome émetteur dit « reporter » et en 3’ à un fluorochrome 
suppresseur dit « quencher ». Lorsque le « reporter » et le « quencher » sont à proximité 
sur une sonde non dégradée, le « quencher » empêche l’émission de la fluorescence par 
le « reporter » par absorption de l’énergie émise par ce dernier, exploitant le principe 
FRET « Fluorescence Resonance Energy Transfert ». Lorsqu’il y a appariement de la 
sonde avec sa séquence complémentaire, la Taq polymérase dégrade la sonde via son 
activité exonucléase, ce qui permet le relâchement du « reporter » et l’émission de sa 
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fluorescence. Pour chaque essai Taqman utilisé (amorce sens, amorce anti-sens et sonde 
Taqman), une courbe standard a été réalisée. La courbe a servi à vérifier que l’efficacité 
de la réaction était près de 100 %, à l’aide de duplicata de quatre dilutions en série d’un 
ADNc universel ou d’un ADNc spécifique à l’étude dont on connaissait la 
concentration. En fonction de la quantité de départ et du Ct « cycle threshold » de 
chaque dilution, une pente a été obtenue, permettant de calculer l’efficacité de chaque 
essai (E = [10(-1/pente)]–1). 
 
La qRT-PCR 
Les réactions d’amplification ont été réalisées en collaboration avec l’équipe de l’IRIC, 
pour chacun de nos projets de qRT-PCR. Brièvement, 5 µL de « 2X Taqman Fast qPCR 
MasterMix » de ABI, 0,05 µL du mélange d’amorces à 50 µM, 1 µL de la sonde 
« Universal probe library » (UPL) 1 µM et 2,5 µL d’eau ont été ajoutés à 1,5 µL 
d’ADNc afin d’obtenir une réaction finale de 10 µL. Les réactions ont été réalisées sur 
un système 7900 HT Fast system (Applied Biosystems), selon le cycle d’amplification 
suivant : 3 minutes d’activation initiale à 95oC et 40 cycles de dénaturation (5 secondes à 
95oC) et d’hybridation/élongation (30 secondes à 60oC). Se référer à la table 2.7 pour les 
détails relatifs à chaque étude qRT-PCR réalisée.  
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Gène Essai UPL E Amorce sens (5'-3') Amorce anti-sens (5'-3') Contrôle Calibrateur Nb Thèse
USP42 IR0327 49 101% tgcttgaatggcagcaataa ggtatcctccaaatatctgacaaac GAPDH* 05H028* 81 3.6.2
GAPDH Hs00266705 18S 05H159
18S Hs03003631
USP42 IR0327 49 101% tgcttgaatggcagcaataa ggtatcctccaaatatctgacaaac GAPDH* 07H088 31  3.6.2.
18S 07H139
07H140*
USP42 IR0327 49 101% tgcttgaatggcagcaataa ggtatcctccaaatatctgacaaac GAPDH 07H088* 7 3.6.3
USP42 IR2167 25 89% aaaggatcaagccctaggtga tgttgccacttaagacaaatcttc TBP 07H139*
TBP Hs00427620 HPRT* 09H007*
HPRT Hs02800695
USP42 IR0327 49 101% tgcttgaatggcagcaataa ggtatcctccaaatatctgacaaac HPRT* 07H088* 50 3.6.2.
USP6 IR2023.2 88 82% atcgatatggagccaagca cgggttatactccgaataggc TBP 07H139*
07H140*
09H007*
USP42 IR3027 49 101% tgcttgaatggcagcaataa ggtatcctccaaatatctgacaaac HPRT* 07H088* 48 3.6.2
USP6 IR2028 40 93% gctcctcctgttcttactcttca tgtgtttgttaactttgcgtagg TBP 07H139*
USP10 IR2667 38 91% gtatgtgcgggcgagaag gcccgtttcattgggact 07H140*
USP10 IR2668 62 99% aacgcacagcctacctcct cacacacagcgcacacag 09H007*
CEBPA IR1443 28 95% ggagctgagatcccgaca ttctaaggacaggcgtggag HPRT* 07H088* 44 7.2
CRT IR2845.2 81 93% acatgcacggagactcagaa gcccttgtagttgaagatgaca TBP 07H139*
JUP IR2846.2 58 93% caatgagccctatggagatga gccgtcgctgtaggtgtc 07H140*
MYC IR2847 77 93% tgctccatgaggagacacc cttttccacagaaacaacatcg
CEBPA IR1443 28 95% ggagctgagatcccgaca ttctaaggacaggcgtggag HPRT* 07H088* 46 7.2
CRT IR2845.2 81 101% acatgcacggagactcagaa gcccttgtagttgaagatgaca TBP 07H140*
JUP IR2846.2 58 108% caatgagccctatggagatga gccgtcgctgtaggtgtc 09H007*
MYC IR2847 77 103% tgctccatgaggagacacc cttttccacagaaacaacatcg
CTNNB1 IR2834 37 101% tggccatctttaagtctggag caacacagaatccactggtga
CCND1 IR2835.2 67 105% gaagatcgtcgccacctg gacctcctcctcgcacttct
TRPS1 IR3039 1 94% tgaagtcaatgctgggtatga ccagataccttgctttctgtacct HPRT* 07H088* 7 5.5
TRPS1 IR3040.3 65 101% cgtgtggcctctaccagaag gggttaaggcgctttcttg TBP 07H140*
09H007*
SLCO3A1 IR3045 69 92% gtctcctacatcgacgaccac aataccagcatcgtgaacagg HPRT* 07H088* 8 6.7
RUNX1c IR3041 40 93% agcctggcagtgtcagaagt gggactcaatgatttcttttacca TBP 07H140*
RUNX1b IR3042 46 105% tcggctgagctgagaaatg gtgatggtcagagtgaagctttt 09H007*
RUNX1b IR3252 69 108% ccttcagaagagggtgcatt tggacgtctctagaaggattcat  
Table 2.7. Gènes étudiés par PCR quantificative en temps réel (qRT-PCR) à l’aide 
de divers essais Taqman. Pour chaque essai, la sonde UPL, l’efficacité (E) et les 
amorces sont indiquées. Les contrôles et les spécimens de moelle normale utilisés de 
même que le nombre total de patients évalués pour chaque étude sont notés. Le contrôle 
endogène et le calibrateur des analyses finales sont indiqués par des astérisques. Une 
référence à la section résultat de la thèse est indiquée pour chaque étude qRT-PCR 
réalisée. 
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La méthode d’analyse relative par 2-ΔΔCt 
À l’aide de la méthode d’analyse par quantification relative, l’expression d’un gène 
d’intérêt a été normalisée par rapport à l’expression d’un gène contrôle, lequel possède 
généralement une expression ubiquitaire/constante et un profil d’expression connu et 
similaire au gène étudié. Les gènes glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase 
(GAPDH), de la sous-unité 18S de l’ARN (18S), « TATA box binding protein » (TBP), 
hypoxanthine phosphoribosyltransférase (HPRT) et bêta-actine (ACTB) ont été utilisés 
en guise de contrôles endogènes dans nos études.  
 
Dans un premier temps, le Ct du gène d’intérêt a été comparé au Ct du contrôle 
endogène [Ctgène intérêt-Ctcontrôle endogène=ΔCt]. Dans un second temps, cette valeur ΔCt a 
été rapportée à l’expression d’un échantillon calibrateur qui a servi de référence et 
auquel a été comparé tous les autres échantillons de notre analyse [ΔCtéchantillon-
ΔCtcalibrateur=ΔΔCt]. Les valeurs de quantification relative (RQ) ont été calculées selon la 
formule RQ=2-ΔΔCt. Pour les études de qRT-PCR, nous avons utilisé des spécimens de 
moelles osseuses normales comme calibrateur, que ce soit un seul échantillon ou une 
moyenne de 3 à 4 échantillons normaux. Des valeurs de RQ supérieures à 5 ont été 
considérées comme des surexpressions et des valeurs de RQ inférieures à 0,5 comme des 
sous-expressions. Les listes des ADNc utilisés au cours des neuf projets de qRT-PCR 
décrits dans ce manuscrit sont fournies en annexe (Tables 9.1 à 9.9).  
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2.7 Analyse protéique 
Au cours de ce projet, des analyses d’immunofluorescence et de western blot ont été 
réalisées sur certains échantillons de patients leucémiques. Les techniques réalisées sont 
brièvement décrites. 
 
2.7.1 Cytospin 
Pour les études d’immunofluorescence, des cytospins de cellules leucémiques ont été 
réalisés sur un appareil « Shandon Cytospin 3 » à l’aide d’un mélange de 200 µL de 
suspension cellulaire fraîche (1x106 cellules/mL de RPMI complet) et de 800 µL de 
solution saline de chlorure de sodium 0,9 % (Baxter ; no. cat. JF7634). Trois cents µL du 
mélange cellulaire/solution saline ont été soumis à une centrifugation de 8 minutes à 
600 rpm. Les lames ont été séchées à l’air libre puis ont été fixées à la paraformaldéhyde 
(Sigma-Aldrich ; no. cat. P6148-500G).  
 
2.7.2 Fixation et immunofluorescence 
Les lames de cytospin ont d’abord été lavées avec une solution de PBS 1X 
préalablement à la fixation puis ont été incubées pendant 20 minutes avec 1 mL de 
paraformaldéhyde 1 % ou 3 %, selon le type cellulaire. La paraformaldéhyde 3 % a été 
utilisée pour les lignées cellulaires tandis qu’une fixation à la paraformaldéhyde 1 % a 
été utilisée pour les cellules primaires. Une perméabilistion des membranes a été réalisée 
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avec 2 mL de tampon de perméabilisation (NP-40 0,5 %, PBS 1X et azide de sodium 
1 mM) pendant 30 minutes. Les lames ont ensuite été lavées avec 2 mL de tampon de 
lavage (NP-40 0,1 %, PBS 1X et azide de sodium 1 mM) et incubées pendant 1 heure 
avec 2 mL de solution de blocage contenant 10 % de SVF, préalablement à 
l’immunofluorescence.  
 
À chaque lame, nous avons ajouté 50 µL de l’anticorps primaire RUNX1 (Cell signaling 
4334 ; 1/500) préparé dans la solution de blocage. L’anticorps a été incubé pendant 3 
heures à température pièce, dans une chambre humide. La lame a ensuite été lavée dans 
un bain de tampon de lavage, à trois reprises pendant 15 minutes. L’anticorps secondaire 
GAR-Cy3 (50 µL ; 1/800) (Jackson immunoresearch, no. cat. 111-165-144), préparé 
dans la solution de blocage, a été appliqué simultanément avec 5 µL de DAPI puis a été 
incubé pendant une heure dans une chambre humide à température pièce. Chaque lame a 
été lavée dans un bain de tampon de lavage, à trois reprises pendant 15 minutes, et a été 
lavée une fois, dans un bain de PBS 1X et dans un bain d’eau. L’agent « Anti-fade 
mounting media VectaSheild » a finalement été appliqué sur la région d’intérêt afin de 
préserver la fluorescence. 
 
2.7.3 Extraction de protéines 
Les protéines utilisées au cours de ce projet ont été extraites à partir des cellules 
mononuclées isolées de moelle osseuse ou de sang périphérique de patients leucémiques 
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ou de lignées cellulaires. Aux cellules fraîchement décongelées, nous avons ajouté une 
quantité variable de tampon de lyse cellulaire complet, estimée en fonction de la taille du 
culot [Tris 1M, EDTA 500mM (EMD Chemicals ; no. cat. 4010), NP-40 10 %, 
KCL 3M, α-protéase 1X (Roche Applied Sciences ; no. cat. 11836170001), DTT 1mM 
(Sigma-Aldrich ; no. cat. 43816-10ML), PMSF 1mM (MP Biomedicals ; no. cat. 
02195381-25GM)]. La lyse des composantes cellulaires a été réalisée par 
homogénéisation complète de l’échantillon dans la solution de lyse. Dans certains cas où 
l’homogénéisation était incomplète, la lyse a été complétée par une sonication à froid. 
Les protéines ont été dosées à l’aide de la méthode de Bradford (Bio-Rad ; no. cat. 500-
0006). Aux protéines totales, nous avons ajouté un volume équivalent de tampon de 
charge contenant 5 % de 2-mercaptoéthanol (Bio-rad; no. cat. 161-07-10). Les lignées 
cellulaires et les spécimens de leucémies primaires utilisés pour les études protéiques 
sont répertoriés dans les tables 2.8 et 2.9.  
 
BCLQ FAB Provenance Principale anomalie répertoriée
Kasumi-1 M2 ATCC t(8:21)(q22;q22)/RUNX1-RUNX1T1
REH LAL-B DMSZ t(4;12;21;16)(q32;p13;q22;q24.3)/ETV6-RUNX1
OCI-AML3 M4 DMSZ mutations de NPM1 et de DNMT3A
MONO-MAC1 M5 DMSZ t(9;11)(p22;q23)/MLL-MLLT3
KOPN-8 LAL-B DMSZ t(11;19)(q23;p13)/MLL-ENL
HL-60 LPA ATCC non spécifié
K562 LMC-PB ATCC non spécifié
KG-1 LAM ATCC non spécifié  
Table 2.8. Lignées de cancers hématologiques. Le diagnostic morphologique, la 
provenance (ATCC : www.atcc.org ou DMSZ : www.dmsz.de) et l’anomalie 
cytogénétique principale de la lignée sont notés tel que rapportés dans le site web du 
fournisseur. M2, leucémie myéloïde aiguë (LAM) avec maturation ; LAL-B, leucémie 
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aiguë lymphoblastique B ; M5, leucémie monoblastique/monocytaire aiguë ; LPA, 
leucémie promyélocytaire aiguë ; LMC-PB, leucémie myéloïde chronique en phase 
blastique. Se référer à la section 7.2 pour les résultats.  
 
BCLQ Dx % blastes Spécimen Caryotype
03H083 M2 85 sang 46,XY,t(8;21)(q22;q22),inv(9)(p11q12)c[20]
03H109 M4Eo 92 moelle 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
07H099 M1 82 sang 46,XX,inv(16)(p13q22)[20]
04H120 M1 90 moelle 46,XY,del(5)(q22q33),t(7;21)(p22;q22)[20]  
Table 2.9. Caractéristiques morphologiques et caryotypes des quatre spécimens de 
leucémies primaires utilisés pour les études protéiques. Dx diagnostic 
morphologique ; M2, leucémie myéloïde aiguë (LAM) avec maturation ; M4Eo, 
leucémie aiguë myéloblastique avec éosinophiles anormaux ; M1, LAM sans 
maturation. Se référer à la section 7.1 pour les résultats. 
 
2.7.4 Western blot 
Les protéines extraites ont été chargées dans des gels de polyacrylamide contenant du 
SDS, ont été soumises à une électrophorèse et ont été transférées sur des membranes de 
nitrocellulose (Bio-rad ; no. cat. 162-0112). L’anticorps primaire a été appliqué sur la 
membrane, laquelle a été incubée à 4oC pendant une nuit. Les interactions non-
spécifiques ont été lavées à deux reprises pendant 15 minutes, à l’aide d’une solution de 
PBS/lait/Tween 20 puis à quatre reprises pendant 15 minutes dans une solution de 
PBS/Tween 20. L’anticorps secondaire couplé à la « horseradish peroxidase » (HRP) 
(Jackson immunoresearch : 111-035-144 et 115-035-062) a ensuite été appliqué sur la 
membrane puis cette dernière a été incubée pendant 45 minutes à température pièce. Le 
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second anticorps a été lavé à deux reprises pendant 15 minutes dans la solution de 
PBS/Lait/Tween 20 et à deux reprises pendant 15 minutes dans la solution de 
PBS/Tween 20. Un lavage final de 15 minutes a été réalisé dans du tampon PBS 1X 
avant la révélation des bandes par la chimie « Immuno-Star HRP Chemiluminescent » 
(Bio-rad ; no. cat. 170-5041). Un appareil de détection Fujifilm LAS-3000 muni d’une 
caméra CCD LAS-4000 a servi à la révélation.  
 
Avant d’étudier un nouvel anticorps, les membranes ont été incubées dans un four à 
65oC, pendant 30 minutes, dans un tampon de « stripping » [TRIS à une concentration 
finale de 62,5 mM, SDS à une concentration finale de 2 %, β-mercaptoéthanol à une 
concentration finale 0,6 % et eau]. Les « strippings » nous ont permis d’incuber de façon 
séquentielle les différents anticorps sur les membranes complètes. Une liste complète 
des anticorps utilisés pour les études de western blot est fournie à la table 2.10. 
 
Anticorps Compagnie Type Région ciblée Dilution Anticorps sec. Dilution Ac sec. Utilisation
RUNX1 Cell signaling 
(4334)
Polyclonal de 
lapin
Peptide en 
amont du 
domaine RHD
1/500 (IF);   
1/1 000 
(WB)
GAR-Cy3;    
GAR-HRP
1/800; 1/2500 IF; WB
Tubuline Sigma      
(T6199)
Monoclonal de 
souris
Acides aminés 
426-430
1/5 000 GAM-HRP 1/5000 WB
SPI1 Santa Cruz    
(Sc-352)
Polyclonal de 
lapin
Peptide en 
position C-
terminale
1/1 000 GAR-HRP 1/1000 WB
CEBPA Abcam 
(Ab40761)
Monoclonal de 
lapin
Peptide en 
position N-
terminale
1/10 000 GAR-HRP 1/5000 WB
CRT Sigma    (c4606) Polyclonal de 
lapin
Acides aminés 
401-417
1/50 000 GAR-HRP 1/5000 WB
 
Table 2.10. Anticorps utilisés pour les études d’immunofluorescence et de western 
blot. La provenance, la région reconnue et les dilutions utilisées pour chaque anticorps 
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primaire et secondaire sont notées. Ac, anticorps ; sec., secondaire ; GAR-Cy3, chèvre 
anti-lapin couplé au fluorochrome Cy3 ; GAR-HRP, GAR couplé à la HRP 
« horseradish peroxidase » ; GAM-HRP, chèvre anti-souris couplé à HRP ; IF, 
immunofluorescence; WB, Western blot. 
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CHAPITRE 3 
3. Étude de la t(7;21)(p22;q22) 
3.1 Paramètres cliniques du cas 04H120 
En novembre 2004, nous avons reçu à la BCLQ les échantillons de moelle osseuse et de 
sang périphérique d’un sujet de sexe masculin âgé de 32 ans. Le patient présentait des 
antécédents de sarcoïdose pulmonaire, de dépression, de toxicomanie et de tabagisme 
actif. Le patient a été évalué initialement pour une douleur à l’os maxillaire inférieur 
apparue suite à une chirurgie pour un abcès dentaire. Une formule sanguine complète a 
démontré un décompte de leucocytes de 12,1 x109/L (valeur normale dans notre 
laboratoire : 4,5 à 10,8 x109/L), une thrombopénie (décompte de plaquettes de 
45 x109/L ; valeur normale : 140 à 440  x109/L) et de l’anémie (hémoglobine à 93 g/L ; 
valeur normale pour l’homme : 134 à 172 g/L). L’examen du frottis sanguin a révélé la 
présence de cellules blastiques. L’examen morphologique et l’analyse 
immunophénotypique de l’aspiration de moelle osseuse ont montré une moelle 
hypercellulaire avec 90 % de blastes positifs pour les marqueurs HLA-DR, CD117, 
CD34, CD33 et CD13. Une expression aberrante des marqueurs CD7 et CD56 a aussi 
été notée. Un diagnostic de LAM de novo sans maturation a été établi selon les critères 
de classification du WHO (Swerdlow et al., 2008) (LAM M1 ; selon les critères de 
classification FAB). Le patient a débuté un traitement de chimiothérapie standard de 
type 7-3, composé de cytarabine et daunorubicine, lequel a été précocement interrompu 
  
 
115
en raison d’une infection fongique sévère par mucormycosis résistante au traitement. La 
sévérité de l’infection a empêché l’administration subséquente d’autre chimiothérapie. 
Le patient a reçu des soins palliatifs et il est décédé en juillet 2005.  
 
3.2 Analyse cytogénétique  
L’analyse caryotypique a révélé une formule chromosomique masculine anormale à 
46,XY,del(5)(q22q33),?del(21)(q22)[20] (Fig. 3.1A). Une délétion interstitielle du bras 
long du chromosome 5 ainsi qu’une délétion possible du bras long du chromosome 21 
ont été détectées. Une investigation complémentaire par SKY a été effectuée, nous 
permettant de déceler une translocation semi-cryptique entre le bras long du 
chromosome 21 et le bras court du chromosome 7. La formule caryotypique a donc été 
révisée comme suit : 46,XY,del(5)(q22q33),t(7;21)(p?22;q22)[20] (Figs. 3.1A-3.1B). 
Une hybridation in situ sur des chromosomes métaphasiques, à l’aide de la sonde 
RUNX1-RUNX1T, a révélé la présence de deux signaux rouges (RUNX1T1) et de trois 
signaux verts (RUNX1) suggérant un réarrangement de RUNX1 (Fig. 3.2B). Une 
hybridation complémentaire a été effectuée à l’aide de la sonde LSI EGR1 (5q31) 
Spectrum Orange/D5S23, D5S721 Spectrum Green et de la sonde LSI CSF1R (5q33-
q34) Spectrum Orange/D5S23, D5S721 Spectrum green. Une délétion interstitielle des 
bandes 5q31 et 5q33 a respectivement été confirmée dans 92 % et 92,5 % des cellules 
analysées (Fig. 3.2C). 
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Figure 3.1. Analyse cytogénétique des cellules mononuclées de la moelle osseuse du 
patient atteint de leucémie aiguë myéloïde sans maturation présentant la 
t(7;21)(p22;q22). (A) Caryotype en bandes G démontrant une délétion interstitielle au 
niveau du bras long du chromosome 5 [del(5q)] et une translocation semi-cryptique 
entre les chromosomes 7 et 21. Les flèches rouges indiquent les chromosomes dérivés 7 
[der(7)] et dérivés 21 [der(21)] ainsi que la del(5q). (B) Caryotype spectral révélant la 
translocation semi-cryptique entre les chromosomes 7 et 21.  
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3.2.1 Identification du point de cassure sur le gène RUNX1 
Afin de confirmer l’implication du gène RUNX1 dans cette translocation, une étude de 
caractérisation a été entreprise à l’aide des sondes BAC RP11-299D9 (139 kb), couvrant 
l’intron 1b et les exons 2 à 8 de RUNX1, et RP11-771C10 (195 kb), couvrant l’intron 7a 
et les exons 7 et 8 du gène. Basé sur l’orientation de RUNX1 (télomère vers centromère), 
il nous était possible de déduire que la partie 5’ de RUNX1 était transloquée sur le 
chromosome 7 tandis que la partie 3’, représentant les exons centromériques, restait sur 
le chromosome dérivé 21 [der(21)] (Fig. 3.2A). Trois signaux respectivement localisés 
sur le chromosome 21 normal, sur le chromosome dérivé 7 [der(7)] et sur le der(21) ont 
été détectés avec la sonde RP11-299D9 (Fig. 3.2D), suggérant la présence d’une cassure 
localisée à l’intérieur de la région couverte par cette sonde. L’hybridation de la sonde 
RP11-771C10, localisée en position centromérique par rapport à la sonde RP11-299D9, 
a révélé la présence de deux signaux, respectivement localisés sur le chromosome 21 
normal et sur le der(21). Cette analyse complémentaire nous a permis de confirmer une 
cassure en position télomérique et l’implication de RUNX1 au sein de cette 
t(7;21)(p?22;q22) (Fig. 3.2E). Basé sur ces résultats d’hybridation, deux hypothèses ont 
été émises quant à la localisation du point de cassure sur le gène RUNX1. La cassure 
pouvait d’abord être située à l’intérieur du BCR de RUNX1, soit entre les exons 5 et 7, 
ou pouvait être localisée au niveau de l’exon 7, rendant le troisième signal généré par la 
sonde RP11-771C10 indétectable en raison de la limite de résolution de la technique de 
FISH.  
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Figure 3.2. Analyse par hybridation in situ en fluorescence sur les chromosomes 
métaphasiques obtenus à partir des cellules mononuclées de la moelle osseuse du 
patient présentant la t(7;21)(p22;q22). (A) Représentation schématique des gènes 
RUNX1 et USP42 sur les chromosomes 7 et 21 normaux ainsi que des gènes de fusion 
RUNX1-USP42 et USP42-RUNX1 sur les chromosomes dérivé 7 [der(7)] et dérivé 21 
[der(21)]. Le BAC RP11-299D9 couvre une portion de l’intron 1b et les exons 2 à 8 de 
RUNX1 et le BAC RP11-771C10 couvre partiellement l’intron 7a, complètement les 
exons 7 à 8 et une région centromérique au gène RUNX1. (B) Hybridation de la sonde 
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RUNX1-RUNX1T1 montrant la présence de deux signaux rouges sur les deux 
chromosomes 8 normaux (RUNX1T1 ; 8q22) et de trois signaux verts sur le chromosome 
21 normal et sur les deux chromosomes der(7) et der(21) (RUNX1 ; 21q22). Ce profil 
d’hybridation suggère la présence d’une cassure localisée à l’intérieur du locus de 
RUNX1. (C) Hybridation de la sonde LSI CSF1R (5q33-q34) Spectrum Orange/D5S23, 
D5S721 Spectrum green montrant une délétion du signal rouge sur une métaphase 
représentative. (D) Hybridation de la sonde BAC RP11-299D9 montrant trois signaux 
respectivement localisés sur le chromosome 21 normal et sur les deux chromosomes 
der(7) et der(21). Ce profil d’hybridation suggère une cassure localisée entre les exons 2 
à 8 de RUNX1. (E) Hybridation de la sonde BAC RP11-771C10 montrant la présence de 
deux signaux respectivement localisés sur le chromosome 21 normal et sur le 
chromosome der(21). (F) Hybridation de la sonde BAC RP11-805P12 révélant trois 
signaux respectivement localisés sur le chromosome 7 normal et sur les deux 
chromosomes der(7) et der(21). Ce profil d’hybridation suggère la présence d’une 
cassure située à la bande chromosomique 7p22.1 ciblant le locus du gène USP42. 
 
3.2.2 Identification du gène partenaire de la t(7;21)(p22;q22) : USP42 
Au niveau du bras court du chromosome 7, aucun gène partenaire de RUNX1 n’était 
connu à ce moment de l’analyse. Une étude par FISH avec des sondes BACs a été 
initiée, en adoptant une stratégie de marche sur le chromosome et une approche par 
gènes candidats. Un premier groupe de gènes impliqués dans les leucémies a été étudié. 
L’utilisation de la sonde BAC RP11-1132K14, couvrant le locus HOXA localisé à la 
bande chromosomique 7p15, a généré deux signaux sur le chromosome 7 normal et sur 
le der(7), suggérant un point de cassure télomérique. L’utilisation de la sonde RP11-
692L4 (gène ETV1 ; bande 7p21.2) a aussi généré deux signaux localisés sur le 
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chromosome 7 normal et sur le der(7), indiquant un point de cassure encore plus 
télomérique. Trois loci ont alors été étudiés par BACs : USP42 en 7p22.1 (RP11-
164P11, RP11-805P12, RP11-2K20), PMS2 en 7p22.1 (RP11-90J23) et NUDT1 en 
7p22.2 (RP11-296K15). 
 
L’hybridation du BAC RP11-90J23, ciblant PMS2, a généré deux signaux localisés sur 
le chromosome 7 normal et sur le der(21), suggérant un point de cassure centromérique à 
ce gène. La région du gène USP42, centromérique au locus de PMS2, a ensuite été 
ciblée. L’analyse par FISH avec la sonde BAC RP11-805P12 a révélé trois signaux, 
localisés sur le chromosome 7 normal et sur les chromosomes der(7) et der(21), 
confirmant l’implication de la bande 7p22.1 et du locus USP42 au sein de cette 
t(7;21)(p22;q22) (Fig. 3.2F). L’étendu du BAC RP11-805P12 (180 kb) n’a cependant 
pas permis d’identifier avec précision le gène partenaire puisque celui-ci couvrait trois 
gènes : EIF2AK1, USP42 et CYTH3. L’utilisation de la sonde RP11-2K20, ne couvrant 
que deux de ces trois gènes, a permis d’éliminer le gène EIF2AK1 puisqu’un signal 
divisé localisé sur les chromosomes der(7) et der(21) et un signal localisé sur le 
chromosome 7 normal étaient encore détectés avec cette sonde.  
 
À ce moment de notre investigation, un article décrivant la fusion des gènes RUNX1 et 
USP42 « Ubiquitin Specific Peptidase 42 » chez un enfant atteint de LAM avec 
différentiation minimale (LAM M0) a été publié (Paulsson et al., 2006). Le gène USP42, 
codant pour une déubiquitinase, a alors été décrit pour la première fois comme 
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partenaire de fusion de RUNX1 dans la leucémie. Une description détaillée des 
caractéristiques cliniques de ce patient nous a permis de faire ressortir certaines 
caractéristiques communes partagées par notre sujet adulte dont la positivité pour les 
marqueurs CD7 et CD56 ainsi que la présence d’une délétion interstitielle du bras long 
du chromosome 5. Puisque notre travail de caractérisation par BAC suggérait 
l’implication probable de USP42, nous avons initié la recherche d’une fusion RUNX1-
USP42 par RT-PCR dans notre cas.  
 
3.3 Identification des transcrits des fusions RUNX1-USP42 et 
USP42-RUNX1 
3.3.1 Analyse des transcrits de la fusion principale RUNX1-USP42 
La description moléculaire de la fusion RUNX1-USP42 fournie par Paulsson et 
collaborateurs nous a permis de sélectionner des amorces spécifiques ciblant les exons 4 
à 7b de RUNX1 et les exons 3 et 4 de USP42. Des RT-PCR ont été réalisées sur l’ARN 
total extrait des cellules mononuclées de la moelle osseuse du patient présentant la 
t(7;21)(p22;q22) à l’aide de l’ensemble « OneStep RT-PCR kit » de Qiagen et des 
amorces spécifiques sens RUNX1_ex4,5F et anti-sens USP42_ex3R (Table 2.5). Les 
conditions d’amplification suivantes ont été utilisées : 35 cycles de dénaturation à 95oC 
pendant 30 secondes, d’hybridation à 60oC pendant 45 secondes et d’extension à 72oC 
pendant une minute. 
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Au moins deux bandes d’amplification (593 pb et 401 pb) ont été identifiées par cette 
méthode (Figs. 3.3 ; 3.4A). Le séquençage de la bande d’amplification principale (T1, 
593 pb) a suggéré une fusion respectant le cadre de lecture entre l’exon 7b de RUNX1 et 
l’exon 3 de USP42 (Figs. 3.4A-3.4D). Afin de confirmer la validité de ce résultat, une 
amorce localisée dans l’exon 7b de RUNX1 (RUNX1_ex7F) a été utilisée en 
combinaison avec l’amorce USP42_ex3R ou avec une amorce localisée dans l’exon 4 de 
USP42 (USP42_ex4R). Des bandes uniques de 213 pb et de 375 pb ont été détectées 
respectivement avec les combinaisons d’amorces RUNX1_ex7F et USP42_ex3R et 
RUNX1_ex7F et USP42_ex4R (Fig. 3.3). L’isolation et le séquençage de ces bandes 
nous ont permis de confirmer l’expression d’un transcrit principal de fusion RUNX1-
USP42 résultant de la t(7;22)(p22;q22) chez le patient 04H120. 
 
 
Figure 3.3. Gel de bromure d’éthidium montrant les différents transcrits de fusion 
RUNX1-USP42 amplifiés par RT-PCR à partir de l’ARN total extrait des cellules 
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mononuclées du patient avec la t(7;21)(p22;q22). C+, contrôle positif de la RT-PCR 
correspondant à l’amplification des exons 4 à 7b de l’allèle non réarrangé de RUNX1 à 
l’aide des amorces RUNX1_ex4F et RUNX1_ex7R2. Un transcrit majoritaire (484 pb) 
et un transcrit alternatif résultant de l’épissage de l’exon 6 de RUNX1 (292 pb) sont 
détectés. C-, contrôle négatif sans ARN ; M, marqueur moléculaire de 1 kb. Puit 1, 
amplification de l’ADN complémentaire (ADNc) de la fusion RUNX1-USP42 à l’aide 
des amorces RUNX1_ex7F et USP42_ex4R. Une bande unique de 375 pb est détectée 
correspondant à une fusion entre l’exon 7b de RUNX1 et l’exon 3 de USP42. Puit 2, 
amplification de l’ADNc de la fusion RUNX1-USP42 à l’aide des amorces 
RUNX1_ex7F et USP42_ex3R. Une bande unique d’amplification de 213 pb est 
détectée. Puit 3, amplification de l’ADNc de la fusion RUNX1-USP42 à l’aide des 
amorces RUNX1_ex4,5F et USP42_ex3R. Deux transcrits de 593 pb et de 401 pb sont 
détectés.  
 
L’isolation et le séquençage de la seconde bande (T2, 401 pb) ont également montré une 
fusion qui respectait le cadre de lecture entre l’exon 7b de RUNX1 et l’exon 3 de USP42. 
Le poids inférieur du produit s’explique par la présence d’une délétion complète de 
l’exon 6 de RUNX1, sans ajout de nucléotide à la jonction des exons 5 et 7b du gène. La 
délétion de l’exon 6 de RUNX1 a fréquemment été rapportée dans les fusions impliquant 
ce gène (Mikhail et al., 2004; Paulsson et al., 2006; Dai et al., 2009; Giguere and Hebert 
2010). Cependant, ces transcrits résultant de l’épissage alternatif de l’exon 6 sont 
également décrits dans des conditions normales, supportant que cet évènement ne soit 
probablement pas relié à la leucémogenèse (Miyoshi et al., 1995). 
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La migration lente du produit de PCR sur un gel d’agarose 2 % a révélé une troisième 
bande d’amplification (~500 pb), laquelle a été clonée et séquencée. Cette étape de 
clonage nous a permis d’identifier qu’il s’agissait d’un artéfact de RT-PCR plutôt qu’un 
produit spécifique de fusion. En fait, à la façon d’un dimère d’amorce, les transcrits T1 
et T2 s’associent lors des cycles répétitifs de RT-PCR et forment un produit qui migre 
distinctement entre les deux transcrits de fusion.  
 
Vu la conservation du cadre de lecture au sein des deux principaux transcrits de fusion 
T1 et T2, l’expression de protéines chimériques RUNX1-USP42 est attendue. À l’aide 
de l’ensemble « OneStep RT-PCR kit » de Qiagen et des amorces RUNX1_ex1F et 
RUNX1_ex8R (allèle sauvage) puis RUNX1_ex1F et USP42_ex3R (allèle réarrangé), 
une analyse des exons 3 à 5 des allèles sauvages et réarrangés de RUNX1 a été réalisée, 
nous permettant de confirmer l’absence de mutation au sein de ces exons pour chacun 
des allèles. La préservation des exons codants pour le domaine RHD nous permet de 
prédire que ce domaine est exprimé par les protéines chimériques et sauvages et donc 
que les capacités de liaison à l’ADN et d’hétérodimérisation avec le CBFB sont 
conservées par les protéines chimériques présumées (Fig. 3.4E). Or, l’épissage alternatif 
de l’exon 6 engendre la perte des cinq derniers acides aminés du RHD, tel que prédit par 
le site PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/), affectant possiblement la fonction de ce 
domaine dans les formes subissant l’épissage. De plus, la présence de l’exon 7b dans les 
transcrits de fusion permet possiblement l’expression d’une portion du domaine TAD/ID 
et plus spécifiquement, l’expression de la région d’activation transcriptionnelle TE3 au 
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sein des protéines chimériques prédites (Fig. 3.4E). Le séquençage partiel des exons 3 à 
11 de l’allèle USP42 réarrangé (amorces RUNX1_ex7F et USP42_ex14R) nous a 
également permis de confirmer l’absence de mutation au sein des exons codant pour le 
domaine catalytique « ubiquitin specific peptidase » (USP) de USP42 et de proposer que 
ce domaine soit exprimé et capable de réaliser sa fonction catalytique au sein des 
protéines chimériques (Fig. 3.4E). L’analyse mutationnelle du domaine USP codé par 
l’allèle USP42 normal n’a pas été permise à l’aide d’amorces localisées dans l’exon 1 et 
dans l’exon 17 de USP42, possiblement en raison de la grande taille de l’ARNm 
(5135 pb). Il est à noter que les séquences nucléotidiques sauvages de RUNX1 et de 
USP42 ont été tirées du site « UCSC Genome Browser », version GRCh37/hg19 et que 
les séquences d’acides aminées des domaines RHD et USP ont été obtenues des bases de 
données « PFAM » (http://pfam.sanger.ac.uk/) et « Conserved Domain » 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml). 
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Figure 3.4. Analyse moléculaire des transcrits de fusion RUNX1-USP42 et USP42-
RUNX1. (A) Gel de bromure d’éthidium montrant les transcrits des fusions RUNX1-
USP42 (T1 et T2) et USP42-RUNX1 amplifiés par RT-PCR à partir des cellules 
mononuclées du patient présentant la t(7;21)(p22;q22). M, marqueur moléculaire de 
1 kb. Puit 1, deux transcrits spécifiques de la fusion RUNX1-USP42 sont indiqués par 
des flèches (T1, 593 pb : T2, 401 pb). Puit 2, la fusion USP42-RUNX1 est indiquée par 
une flèche (444 pb). (B) Séquence partielle du transcrit T1 de la fusion principale 
RUNX1-USP42. La jonction entre l’exon 7b de RUNX1 et l’exon 3 de USP42 est 
indiquée par une flèche. (C) Séquence partielle du transcrit de la fusion réciproque 
USP42-RUNX1. La jonction entre l’exon 2 de USP42 et l’exon 8 de RUNX1 est indiquée 
par une flèche. (D) Représentation schématique des deux transcrits de la fusion RUNX1-
USP42 (T1 et T2) et du transcrit réciproque USP42-RUNX1. Les exons de RUNX1 
(rouge) et les exons de USP42 (bleu) sont représentés. (E) Représentation schématique 
des protéines sauvages RUNX1 et USP42 ainsi que des protéines chimériques RUNX1-
USP42 et USP42-RUNX1 prédites engendrées lors de la t(7;21)(p22;q22). La flèche 
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indique la localisation du point de cassure. RHD, « Runt homology domain » ; TAD/ID, 
domaine de régulation transcriptionnelle ; USP, domaine « ubiquitin specific 
peptidase ».  
 
3.3.2 Analyse du transcrit de la fusion réciproque USP42-RUNX1 
L’amplification d’un transcrit de fusion réciproque USP42-RUNX1 a été effectuée à 
l’aide de l’ensemble « OneStep RT-PCR kit » de Qiagen et des amorces sens 
USP42_ex2F et anti-sens RUNX1_ex8R (Table 2.5). Une bande unique de 444 pb a été 
détectée sur un gel d’agarose. L’isolation et le séquençage de cette bande ont révélé un 
produit spécifique de fusion entre l’exon 8 de RUNX1 et l’exon 2 de USP42 respectant le 
cadre de lecture (Figs. 3.4A ; 3.4C-3.4D). 
 
La préservation du cadre de lecture prédit l’expression d’une protéine réciproque de 
fusion codée à partir du site d’initiation de la traduction localisé dans l’exon 2 de 
USP42. La protéine chimérique réciproque prédite comprend, en théorie, 80 acides 
aminés codés par l’exon 2 de USP42 et 158 acides aminés codés par l’exon 8 de 
RUNX1. Une fusion avec l’exon 8 engendre une dissociation du domaine TAD/ID et 
entraîne la perte de la région d’activation transcriptionnelle TE3 de RUNX1, laquelle 
s’exprime plutôt au sein de la fusion principale. La région TE1 est dissociée et 
partiellement exprimée alors que la région TE2 et la portion inhibitrice du domaine 
TAD/ID sont entièrement conservées au sein de la chimère USP42-RUNX1 prédite (Fig. 
3.4E).  
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3.4 Identification de la jonction génomique des fusions 
RUNX1-USP42 et USP42-RUNX1 
3.4.1 Analyse de la jonction génomique de la fusion principale RUNX1-
USP42 
Les transcrits T1 et T2 fusionnent tous deux l’exon 7b de RUNX1 avec l’exon 3 de 
USP42 suggérant l’existence d’un point de cassure génomique dans l’intron 7b de 
RUNX1 (6,69 kb) et dans l’intron 2 de USP42 (3,95 kb). À l’aide de l’ensemble de PCR 
« Taq Platinum Polymerase High fidelity » de Invitrogen et de plusieurs combinaisons 
d’amorces, nous avons identifié la jonction génomique de la fusion principale RUNX1-
USP42. Différentes conditions d’amplification ont été testées jusqu’à l’obtention de 
produits spécifiques d’amplification avec les amorces sens localisées dans l’intron 7b de 
RUNX1 (RUNX1_int7F, RUNX1_int7F1) et les amorces anti-sens localisées dans 
l’intron 2 de USP42 (USP42_int2R). Les conditions d’amplification suivantes ont été 
utilisées : 35 cycles de dénaturation à 94oC pendant 30 secondes, d’hybridation à 60oC 
pendant 30 secondes et d’extension à 68oC pendant 3 minutes. 
 
Des éléments caractéristiques de certains mécanismes de réparation de l’ADN ont été 
recherchés dans les séquences adjacentes au point de cassure de la fusion principale. 
Plus spécifiquement, des séquences « RSS » typiques d’une recombinaison VDJ, des 
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séquences répétées de type ALU indiquant une recombinaison homologue et de longues 
ou de courtes homologies de séquence (1 à 30 pb) suggérant une recombinaison non-
homologue de type NHEJ ont été recherchées. Nous avons également recherché la 
présence de sites de clivage de l’enzyme TOP2, correspondant à la séquence consensus 
dégénérée [A/G N T/C N N C N N G T/C N G G/T T N T/C N T/C] (Spitzner and 
Muller 1988). De plus, nous avons porté une attention particulière à la détection de 
nucléotides N « non-template » additionnels, d’inversion, de délétion, de duplication ou 
d’insertion de séquences au point de jonction de cette fusion. Enfin, la présence de 
séquences répétées a été approfondie à l’aide de l’outil bioinformatique « Repeat 
Masker » (http://www.repeatmasker.org/cgi-bin/WEBRepeatMasker). 
 
Le séquençage du produit d’amplification de l’ADN génomique a révélé une fusion 
entre l’intron 7b de RUNX1 (chr21:36167501-36167502) et l’exon 2 de USP42 
(chr7:6150914-6150915) (EMBL-Bank Accession no. FR727326). Dû à la présence 
d’un nucléotide partagé par les séquences de RUNX1 et de USP42 (C ; chr21:36167501 
et chr7:6150914), le point de cassure précis de la fusion principale n’a pu être déterminé 
avec exactitude. En plus du nucléotide « C » identifié à cette jonction, notre analyse a 
révélé la présence d’une homologie de sept nucléotides (ACTTTCT ; chr7:6150917-
6150923 et chr21:36167489-36167495) tout près du point de cassure de cette fusion 
(Fig. 3.5A). L’analyse du transcrit principal seul n’a révélé aucune séquence inversée, 
dupliquée ou délétée près du point de cassure. L’identification du point de cassure de la 
fusion réciproque et l’analyse détaillée de cette séquence nous ont cependant permis 
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d’identifier une région de 250 nucléotides partagée par les deux fusions RUNX1-USP42 
et USP42-RUNX1 (Figs. 3.5A-3.5D).  
 
Un nouveau site de clivage in vitro pour l’enzyme TOP2, partageant 100 % d’homologie 
avec la séquence consensus dégénérée, a été identifié dans l’intron 2 de USP42 
[GTTAACCAGTAGTTATTC; chr7:6151618-6151635] à 703 pb du point de cassure de 
la fusion principale RUNX1-USP42 (Fig. 3.5A). Il est intéressant de noter que l’intron 2 
de USP42 est particulièrement riche en motifs ALU, représentant plus de 38,8 % de la 
séquence complète de l’intron 2 selon l’outil bioinformatique « Repeat Masker ». Or, 
l’intron 7b de RUNX1 ne possède qu’un seul site ALU, représentant 4,5 % de l’intron. 
Puisque aucune séquence répétée de type ALU n’a été détectée à la jonction de la fusion 
principale, une recombinaison homologue via ces éléments est peu probable.  
 
 
Figure 3.5. Jonctions d’ADN génomique des fusions RUNX1-USP42 et USP42-
RUNX1 identifiées par PCR à partir de l’ADN génomique extrait des cellules 
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mononuclées du patient présentant la t(7;21)(p22;q22). (A) Séquence partielle de la 
fusion RUNX1-USP42 montrant un point de cassure génomique dans l’intron 7b de 
RUNX1 (séquences rouges) et dans l’exon 2 de USP42 (séquences bleues). Un 
nucléotide homologue (C ; noir) est identifié directement à la jonction de la fusion. Une 
microhomologie de 7 nucléotides (ACTTTCT ; noir) et un nouveau site de clivage in 
vitro de la topoisomérase II (TOP2, trait bleu) sont aussi identifiés près du point de 
cassure de la fusion principale (flèche). La boîte et les lignes grises représentent la 
région partagée de 250 nucléotides entre les deux fusions. (B) Séquence partielle de la 
fusion USP42-RUNX1 montrant un point de cassure génomique dans l’intron 2 de 
USP42 et dans l’intron 7b de RUNX1. Une microhomologie de 3 nucléotides (GAG ; 
noir) est identifiée au point de cassure de la fusion réciproque. (C) Séquence partielle de 
l’ADN adjacent au point de cassure des fusions RUNX1-USP42 et USP42-RUNX1. Un 
alignement via la microhomologie GAG (en noir) détectée dans l’intron 7 de RUNX1 et 
dans l’intron 2 de USP42 est montré. La région de séquences partagées est soulignée en 
noir et l’homologie de 7 nucléotides est représentée en gris. (D) Représentation 
schématique des régions d’insertion partagées par les fusions RUNX1-USP42 et USP42-
RUNX1 (tirets rouges, RUNX1 ; tirets bleus, USP42). Les triplets GAG-CTC et CAC-
GAG délimitant les segments d’ADN dupliqués des fusions principales et réciproques 
sont représentés. ex, exon ; int, intron. 
 
3.4.2 Analyse de la jonction génomique de la fusion réciproque USP42-
RUNX1 
L’utilisation de diverses combinaisons entre les amorces USP42_int1F ou USP42_ex2F1 
et RUNX1_int7R ou RUNX1_int7R1 nous a permis d’identifier la jonction génomique 
de la fusion réciproque USP42-RUNX1. Le séquençage a révélé des points de cassure 
localisés dans l’intron 2 de USP42 (chr7:6151077-6151080) et dans l’intron 7b de 
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RUNX1 (chr21:36167582-36167585) (EMBL-Bank Accession no. FR727327) (Fig. 
3.5B). L’identification de la position exacte du point de cassure n’a pas été possible dû à 
la présence d’une microhomologie de trois nucléotides [GAG] identifiée directement à la 
jonction de cette fusion. Il était donc impossible de déterminer l’appartenance de cette 
séquence GAG puisqu’elle se retrouvait normalement dans l’intron 7b de RUNX1 
(chr21:36167582-36167584) et dans l’intron 2 de USP42 (chr7:6151078-6151080).  
 
L’analyse bioinformatique des séquences génomiques adjacentes à la jonction de la 
fusion réciproque n’a pas révélé de délétion, d’inversion, de duplication ou d’insertion 
de séquence au point de cassure. La comparaison des deux jonctions a cependant 
confirmé la présence de segments d’ADN partagés par les deux fusions, totalisant 250 
nucléotides. Cette région partagée se compose de 84 nucléotides de l’intron 7b de 
RUNX1, de 91 nucléotides de l’exon 2 de USP42 et de 75 nucléotides de l’intron 2 de 
USP42 (Figs. 3.5C-3.5D). Un évènement similaire, présentant une région partagée de 
268 pb, a été rapporté qu’une seule fois chez un patient atteint de LAM présentant une 
t(17;19)(q23;q13.32) (Poland et al., 2009). La présence de cette séquence partagée 
présente en deux copies dans le génome indique un débalancement de la translocation 
sur le plan génomique, tel que vu dans plusieurs réarrangements chromosomiques 
étudiés à ce jour (Zhang and Rowley 2006).  
 
De façon intéressante, cette région partagée n’est pas structurée de façon identique dans 
les deux fusions. Cette région se compose notamment de l’intron 7b de RUNX1, de 
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l’exon 2 et de l’intron 2 de USP42 dans la fusion principale alors que l’on retrouve dans 
l’ordre, les séquences de l’exon 2 et de l’intron 2 de USP42 puis de l’intron 7b de 
RUNX1 dans la fusion réciproque. Cette même structure de la région partagée a 
également été décrite dans les jonctions dérivées de la t(17;19)(q23;q13.32) (Poland et 
al., 2009). L’orientation non conservée de cette région partagée nous laisse croire qu’une 
origine découlant d’une simple duplication engendrée par le NHEJ est moins probable. 
Puisque cette séquence dérive de RUNX1 et de USP42, elle ne peut pas non plus être 
décrite comme un ajout de matériel additionnel « N », mais doit être considéré comme 
l’ajout de matériel T dit « template ». Selon la structure et la composition des deux 
jonctions, nous proposons que ces segments partagés se composant d’un segment 
d’ADN de l’intron 7b de RUNX1 et d’un segment de l’exon 2/intron 2 de USP42 
puissent d’abord avoir été dupliqués et ensuite insérés aux jonctions de la fusion 
principale et réciproque lors de la recombinaison des extrémités cassées. L’ordre des 
événements ne peut cependant pas être établi avec certitude, mais nous sommes d’avis 
que pour générer ce type de jonction complexe, plus d’un évènement est requis. Malgré 
la complexité de ces jonctions génomiques, la présence de microhomologies et de 
régions dupliquées insérées aux points de cassure de nos deux fusions récapitulent les 
caractéristiques du mécanisme de recombinaison non-homologue de type NHEJ et 
supportent l’idée qu’une réparation erronée via ce mécanisme puisse être à l’origine de 
cette t(7;21)(p22;q22). Une explication plus détaillée des mécanismes proposés sera 
fournie dans la discussion à la section 8.3. 
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3.5 USP42, une « ubiquitin specific peptidase » peu connue 
USP42 est un gène de dix-huit exons (ADN de 56 kb ; ARNm de 5135 pb) localisé à la 
bande chromosomique 7p22.1 qui code pour une protéase faisant partie de la grande 
famille des « Ubiquitin Specific Peptidases » (USP) (Nijman SM 2005; Komander et al., 
2009). Les membres de cette famille sont impliqués dans plusieurs processus cellulaires 
dont principalement la déconjugaison des groupements d’ubiquitines. Cette activité de 
déconjugaison (aussi déubiquitination) est exécutée par le domaine catalytique conservé 
des USP nommé domaine USP lequel se compose d’une triade catalytique classiquement 
formée de résidus cystéines, histidines et/ou asparagines. Outre cette triade, une grande 
diversité est rapportée dans les séquences localisées au niveau des parties N- et C-
terminales des USP. Un rôle propre à chaque USP a été proposé pour ces séquences 
variables, déterminant possiblement la localisation cellulaire et la spécificité du substrat 
(Quesada V 2004). 
 
Les USP régulent le pool d’ubiquitines libres et modulent également le nombre 
d’ubiquitines attachées à une cible par l’hydrolyse du lien amine existant entre une 
chaîne polyubiquitine ou entre une ubiquitine et un résidu lysine d’un substrat. Les USPs 
ont aussi comme fonction d’assurer la fidélité du processus d’ubiquitination des 
protéines destinées à la dégradation par le protéasome. En effet, l’ubiquitination est une 
modification qui a longuement été essentiellement associée à un pouvoir de dégradation. 
Plus récemment, il a été démontré que l’ubiquitination est une modification qui contrôle, 
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non seulement la demi-vie d’une protéine, mais aussi la localisation et l’activité d’une 
protéine. L’ubiquitination contribue à la régulation de la transcription d’une cible en 
modifiant l’état d’ubiquitination de certaines histones de la chromatine (Komander et al., 
2009; Reyes-Turcu et al., 2009). Ainsi, le nombre de résidus ubiquitines, le résidu lysine 
sur lequel l’ubiquitine est attachée et le type de chaîne généré sont maintenant des 
facteurs essentiels à la compréhension du processus d’ubiquitination et de 
déubiquitination. 
 
USP42 (1316 acides aminés ; 145 kDa) a été identifié en 2004 (Quesada et al., 2004). 
Autant chez l’homme que chez la souris, USP42 possède une activité catalytique 
démontrée par des essais enzymatiques confirmant une capacité d’hydrolyse des 
molécules ubiquitines attachées à la protéine β-galactosidase (Quesada et al., 2004; Kim 
et al., 2007). Toutefois la majorité de ses substrats et ses fonctions demeurent toujours 
inconnus. Récemment, une équipe a démontré une expression majoritairement nucléaire 
de l’enzyme USP42 (faible expression cytoplasmique aussi détectée). Ils ont aussi 
montré une interaction entre la région C-terminale de USP42 et la protéine p53, 
permettant en condition de stress, de stabiliser p53 par déubiquitination (Hock et al., 
2011). Ces chercheurs ont également démontré l’existence de plusieurs isoformes de 
USP42 quoique les tailles et les fonctions de celles-ci n’ont pas été précisées. Chez 
l’homme, USP42 est exprimée dans la moelle osseuse normale, dans des échantillons de 
patients atteints de LAM et dans des lignées de cancers variés (Paulsson et al., 2006). 
Son ARNm de 5 kb s’exprime fortement dans le pancréas, le muscle squelettique, le foie 
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et plus faiblement dans le placenta, le cœur et le cerveau. Une absence d’expression a été 
décrite dans le thymus, les ovaires, les testicules et la prostate (Quesada et al., 2004). 
Chez la souris, l’ARNm d’Usp42 s’exprime dans plusieurs tissus, mais principalement 
dans les testicules, le cerveau, les poumons et le thymus (Kim et al., 2007).  
 
3.6 Évaluation de l’incidence de la fusion RUNX1-USP42 dans 
les cancers hématologiques 
La t(7;21)(p22;q22) est une anomalie chromosomique difficile à identifier par 
cytogénétique standard ; elle pourrait donc être beaucoup plus fréquente. En effet, 
depuis la publication du premier cas de LAM M0 pédiatrique présentant la 
t(7;21)(p22;q22), six autres patients ont été rapportés incluant le présent cas (Paulsson et 
al., 2006; Foster et al., 2010; Jeandidier et al., 2010; Giguere and Hebert 2011). La 
t(7;21)(p22;q22) est donc une translocation récurrente des néoplasies hématologiques 
(LAM et SMD de novo) (Table 3.1). Étant donné la nature semi-cryptique de cette 
anomalie, une étude visant à évaluer l’incidence de la fusion RUNX1-USP42 dans une 
série de cancers hématologiques a été réalisée en utilisant deux méthodes 
complémentaires. Une analyse par RT-PCR a été effectuée afin d’identifier d’autres 
échantillons positifs pour le gène de fusion RUNX1-USP42. En parallèle, une étude 
visant à détecter par qRT-PCR une expression anormalement élevée du gène USP42 a 
été réalisée.  
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# Âge Sexe Cancer 
primaire
Cytogénétique Point de 
cassure de 
RUNX1
Point de 
cassure de 
USP42
Fusion 
réciproque
Références
1 32 Homme LAM M1 46,XY,del(5)(q22q33),   
t(7;21)(p22;q22)[20]
exon 7   
(intron 7)
exon 3 
(intron 2)
Oui Cas présent
2 68 Femme SMD 46,XX,t(7;21)(p22;q22) 
[12]/92,idemx2[21]/   
46,XX[17]
exon 6  
(intron 6*)
exon 3 
(intron 2*)
Non Foster et coll., 
2010
3 68 Homme LAM M5 46,XY,t(7;21)(p22;q22) 
[14]/46,XY[11]
exon 7  
(intron 7*)
exon 3 
(intron 2*)
Oui Foster et coll., 
2010
4 7 Homme LAM M0 46,XY,t(7;21)(p22;q22) exon 7   
(intron 7)
exon 3 
(intron 2)
Non Paulsson et coll., 
2006
5 ? ? LAM 89,XXYY,der(5)t(5;13)  
(q23;q?),t(7;21)(p22;q22),  
-15, -17,-18
exon 7   
(intron 7*)
exon 3 
(intron 2*)
Oui Jeandidier et coll., 
2010
6 ? ? LAM 46,XY?,del(5)(q31q33),   
t(7;21)(p22;q22).
exon 5 
(intron 5*)
exon 3 
(intron 2*)
Oui Jeandidier et coll., 
2010
7 ? ? LAM 46,XY?,t(7;21)(p22;q22)/  
92,XXYY?,der(5)t(1;5)  
(q3?2;q21~23),t(7;21)  
(p22;q22)
exon 7   
(intron 7*)
exon 3 
(intron 2*)
Oui Jeandidier et coll., 
2010
 
Table 3.1. Caractéristiques des sept spécimens rapportés dans la littérature 
présentant une t(7;21)(p22;q22) et une fusion RUNX1-USP42. LAM M1, leucémie 
myéloïde aiguë sans maturation ; SMD, syndrome myélodysplasique ; LAM M5, 
leucémie monoblastique/monocytaire aiguë; LAM M0, leucémie myéloïde aiguë avec 
différenciation minimale ; ?, donnée non disponible ; *, point de cassure non confirmé. 
 
3.6.1 Incidence de la fusion RUNX1-USP42 dans les néoplasies 
hématologiques 
Des RT-PCR ont d’abord été réalisées sur l’ARN total extrait des cellules mononuclées 
de 98 échantillons de moelle osseuse ou de sang périphérique de patients atteints de 
différentes néoplasies hématologiques. Ces cas ont été sélectionnés en fonction de 
certains paramètres incluant la positivité des cellules blastiques pour les marqueurs CD7 
et/ou CD56. En effet, une co-expression aberrante des marqueurs CD7 et CD56 a été 
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retrouvée chez le premier cas rapporté de LAM avec t(7;21)(p22;q22) ainsi que chez 
notre cas, justifiant une sélection de 43 spécimens de LAM positifs pour ces marqueurs. 
Des spécimens avec des caryotypes normaux (n = 38), des délétions du bras long du 
chromosome 5 (n = 4), des anomalies du bras court du chromosome 7 (n =2) ou d’autres 
anomalies cytogénétiques (n = 10) ont également été inclus dans cette étude. Des 
néoplasies hématologiques variées et divers types morphologiques de leucémies ont été 
sélectionnés pour cette étude, regroupant des LAM avec différenciation minimale 
(n = 6), des LAM sans maturation (n = 44), des LAM avec maturation (n = 16), des 
leucémies myélomonocytaires aiguës (n = 7), des leucémies 
monoblastiques/monocytaires aiguës (n = 12), des LAM avec changements 
myélodysplasiques (n = 6), des LMC-PB (n = 2), un SMD (n = 1), une LPA avec 
t(15;17)(q24;q21) (n = 1), une LAM avec t(8;21)(q22;q22) (n = 1), une leucémie 
érythroïde aiguë (n = 1) et une LAM à cellules NK « natural killer » (n = 1).  
 
À l’aide des amorces RUNX1_ex4,5F et USP42_ex3R et de l’ensemble « OneStep RT-
PCR kit » de Qiagen, nous avons tenté d’amplifier une fusion RUNX1-USP42 dans ces 
98 échantillons. L’utilisation de ces amorces permettait à la fois l’identification des deux 
transcrits alternatifs de fusion identifiés dans notre étude et l’identification d’une fusion 
entre l’exon 6 de RUNX1 et l’exon 3 de USP42 rapportée par Foster et collaborateurs 
chez un patient atteint de SMD (Table 3.1). Aucun autre cas présentant une fusion 
RUNX1-USP42 n’a été identifié à l’aide de cette méthode (Fig. 3.6), nous permettant 
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d’établir une fréquence inférieure à 1 % pour cette anomalie dans notre cohorte de 98 
spécimens.  
 
 
Figure 3.6. Gel de bromure d’éthidium montrant l’absence d’amplification par RT-
PCR de la fusion RUNX1-USP42 dans les échantillons de néoplasies 
hématologiques étudiés. Au moins deux transcrits de fusion RUNX1-USP42 (flèches 
blanches) ont été amplifiés dans les cellules du spécimen 04H120 servant de contrôle 
positif. Aucune bande d’amplification spécifique n’a été observée dans les huit autres 
échantillons testés à l’aide des amorces RUNX1_ex4,5F et USP42_ex3R dans cette 
expérience représentative. M, marqueur moléculaire de 1 kb.  
 
3.6.2 Analyse quantitative de l’expression de USP42 dans divers 
spécimens de néoplasies hématologiques 
Une étude de qRT-PCR a aussi été entreprise afin de vérifier une possible surexpression 
de USP42 dans les cellules du patient 04H120 présentant la t(7;21)(p22;q22). Suite à 
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cette translocation, les séquences codantes de USP42 sont déplacées devant le puissant 
promoteur de RUNX1, menant à une dérégulation possible de son expression. Une série 
de 81 ADNc a été utilisée. Les ADNc ont été synthétisés à partir d’ARN total, de 
« random primers » et de l’ensemble « First-strand cDNA synthesis » de Invitrogen. 
Deux millions de cellules CD34+ purifiées à partir d’un échantillon de moelle osseuse 
normale, 71 échantillons de néoplasies hématologiques, 4 lignées de LMC-PB (MC3, 
K562, KU812, MEG01), 3 échantillons de sang périphérique de donneurs normaux et 2 
échantillons de moelle osseuse normale (morphologie normale et caryotype normal) ont 
été étudiés (Annexe, table 9.1). Chaque échantillon de moelle osseuse normale a 
indépendamment servi de calibrateur (05H028, 05H159). Les gènes contrôles GAPDH 
et ARN 18S ont été utilisés dans cette étude (Table 2.7). En théorie, l’expression du gène 
contrôle doit être constante entre chaque échantillon étudié et son profil d’expression 
doit être similaire au gène étudié. Puisque les valeurs de Ct de GAPDH étaient plus 
proches des valeurs de USP42, ce dernier a été sélectionné pour l’analyse finale. 
 
L’analyse par quantification relative a montré des valeurs de RQ supérieures à 5 chez le 
patient 04H120 présentant la t(7;21)(p22;q22), et ce, avec chacun des calibrateurs 
étudiés (calibrateur 05H028 : RQ04H120 = 7,35 et calibrateur 05H195 : RQ04H120 = 35,70), 
suggérant la présence d’une surexpression de USP42 dans ces cellules. Une importante 
différence d’expression de USP42 entre les deux échantillons de moelle normale 
(05H028, RQmoy = 2,93; 05H159 RQmoy = 0,6) et une déviation standard élevée (mesure 
de la variation d’une série de valeurs par rapport à la moyenne, SDmoyen = 1,61) 
  
 
141
expliquent la variation des RQ identifiés pour le patient 04H120. La variabilité de la 
composition cellulaire des moelles osseuses normales pourrait aussi expliquer cette 
différence. Dû à cette variabilité, la moelle osseuse normale présentant la valeur de RQ 
la plus élevée a été retenue dans l’analyse finale (05H028), nous permettant d’identifier 
une possible surexpression de USP42 dans les autres spécimens étudiés. Malgré cet 
ajustement, aucun autre échantillon ne présentait de surexpression de USP42. 
Lorsqu’une moyenne des deux valeurs de RQ obtenues pour chaque calibrateur a été 
calculée, correspondant à un RQmoy, le patient 04H120 (RQmoy = 21,52) et les trois 
échantillons de sang périphérique normal (RQmoy = 7,18; 6,57 et 8,05) ont révélé une 
surexpression de USP42 suggérant également une plus forte expression de cet ARNm 
dans les lymphocytes normaux circulants par rapport à la moelle normale. 
 
Afin de confirmer la surexpression de USP42 chez le patient 04H120 présentant la 
t(7;21)(p22;q22), nous avons réalisé une seconde étude de qRT-PCR sur un total de 31 
échantillons incluant 27 spécimens de LAM, la lignée Kasumi-1 et 3 spécimens de 
moelle osseuse normale (Annexe, table 9.2). L’ADNc a été synthétisé à partir d’ARN 
total, de « random primers » et de l’ensemble « First-strand cDNA synthesis » de 
Invitrogen. Les contrôles GAPDH et ARN 18S ont été utilisés comme contrôles 
endogènes. GAPDH a été retenu pour l’analyse finale tandis que la moelle osseuse 
normale dérivée d’un donneur sain (échantillon 07H140) a servi de calibrateur (Table 
2.7).  
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Cette étude de validation nous a permis de confirmer la surexpression de USP42 chez le 
patient 04H120 (RQ07H140 = 11,57). Toutefois, aucun autre spécimen n’a démontré de 
surexpression de USP42 (Fig. 3.7A). L’utilisation de trois moelles osseuses normales 
différentes de la première étude nous a permis d’obtenir des résultats d’expression plus 
homogènes, tel qu’en témoigne la similarité des valeurs de RQmoy de chaque échantillon 
de moelle normale (07H088 RQmoy = 1,51 ; 07H139 RQmoy = 0,81 et 07H140 
RQmoy = 0,91) et la plus faible valeur de déviation standard obtenues pour ces moelles 
normales (SDmoelles = 0,481). L’utilisation d’un calibrateur différent explique les valeurs 
différentes de surexpression de USP42 obtenues entre les deux études pour le patient 
04H120.  
 
 
Figure 3.7. Expression du gène USP42 dans les néoplasies hématologiques. (A) 
Expression de USP42 dans 27 LAM (échantillons 1 à 27), la lignée Kasumi-1 
(échantillon 31) et trois moelles normales (échantillon 28 à 30). Une surexpression de 
USP42 est observée dans les cellules du patient 04H120 présentant la t(7;21)(p22;q22) 
(échantillon 2 ; RQ07H140 = 11,57). Aucune autre surexpression (RQ ≥ 5) n’est notée 
parmi les 26 autres cas de leucémies primaires évalués. Le trait pointillé indique une 
valeur égale à 1 faisant référence à la moelle osseuse normale 07H140 servant de 
calibrateur (échantillon 30). (B) Expression différentielle des allèles de USP42 dans les 
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cellules primaires de patients leucémiques. Une différence de 21,7 fois supérieure de 
l’allèle USP42 réarrangé (colonne foncée : amorces et sonde Taqman localisées à la 
jonction des exons 5 et 6 ; RQ = 21,7) est détectée par rapport à l’allèle sauvage 
(colonne pointillée : amorces et sonde Taqman localisées à la jonction des exons 2 et 3 ; 
RQ = 1,2) dans les cellules du patient 04H120 présentant la t(7;21)(p22;q22) 
(échantillon 1). USP42 est exprimé normalement dans les trois autres échantillons de 
leucémies avec caryotype normal (échantillons 2 à 4). Le trait pointillé indique une 
valeur égale à 1 faisant référence à la valeur moyenne des trois échantillons de moelle 
normale servant de calibrateur (échantillon 5).  
 
L’expression de USP42 et d’autres USP (USP6 et USP10) a finalement été évaluée dans 
une cohorte plus sélective et uniforme de patients comprenant 98 échantillons de 
leucémies myéloïdes (Table 2.7). Une normalisation des valeurs de RQ a été réalisée par 
rapport à de meilleurs gènes contrôles (HPRT et TBP) et une moyenne de 4 échantillons 
de moelle normale a servi de calibrateur (09H007, 07H139, 07H140 et 07H088) 
(Annexe, tables 7.4-7.5). Ces paramètres améliorés ont permis une analyse plus fidèle de 
l’expression de USP42 (et des autres gènes étudiés) dans cette nouvelle population de 
leucémies. L’ADNc des spécimens a été synthétisé à partir des ARN totaux, de 
« random primers » et de l’ensemble « High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit » de ABI. Les résultats de l’analyse réalisée par rapport au contrôle endogène HPRT 
sont présentés. Il est à noter que les résultats de l’analyse par rapport à TBP sont 
similaires et concordent avec les résultats obtenus avec HPRT. 
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La cohorte de 98 patients a été divisée en deux groupes de 50 et de 48 cas à des fins 
techniques. D’abord, un premier groupe de 50 cas a été testé incluant 6 LMMC et 44 
LAM avec différents types morphologiques (avec différenciation minimale, n = 3 ; sans 
maturation, n = 21 ; avec maturation, n = 7 ; myélomonocytaire, n = 3 ; 
monoblastique/monocytaire, n = 9 et avec changements reliés à une myélodysplasie, 
n = 1) (Annexe, table 9.4). Encore une fois, aucune surexpression de USP42 n’a été 
observée dans ces cinquante cas. Dans le second échantillonnage, 48 cas ont été évalués 
incluant 4 LMMC et 44 LAM avec différents types morphologiques (avec 
différenciation minimale, n = 2 ; sans maturation, n = 19 ; avec maturation, n = 3 ; 
myélomonocytaire, n = 4 ; monoblastique/monocytaire, n = 11 ; leucémie aiguë avec 
cellules NK « natural killer », n = 2 et avec changements reliés à une myélodysplasie, 
n = 3) (Annexe, table 9.5). De façon intéressante, un spécimen de LAM sans maturation 
(09H026) avec un caryotype normal, une mutation de NPM1 et une duplication en 
tandem de FLT3 (FLT3-ITD) a montré une surexpression de USP42 (RQHPRT = 8,16). 
Cette surexpression a également été observée dans l’analyse réalisée avec TBP 
(RQTBP = 6,83), confirmant une surexpression de USP42 dans ces cellules.  
 
La révision des caryotypes de ce cas n’a pas révélé de réarrangement au niveau des bras 
courts des chromosomes 7. De plus, une RT-PCR spécifique avec les amorces 
RUNX1_ex4,5F et USP42_ex3R ainsi qu’une analyse par FISH à l’aide de la sonde 
BAC RP11-164P11 se sont avérées négatives (Fig. 3.8). La présence d’une fusion 
RUNX1-USP42 (RUNX1 exon 5, 6 ou 7 et USP42 exon 3 ou 4), d’une nouvelle fusion 
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de USP42 avec un partenaire autre que RUNX1 ainsi qu’une amplification génique du 
locus USP42 sont donc des causes moins probables de surexpression. D’autres 
évènements pourraient cependant expliquer cette surexpression dont la modification du 
statut épigénétique de USP42 par hypométhylation de son promoteur. Une petite 
délétion ciblant la partie 5’ de USP42 pourrait mener à une fusion avec le gène adjacent 
EIF2AK1, à la façon de la délétion 1p32 dans les LAL-T, et pourrait ainsi modifier 
l’expression de USP42. Enfin, la dérégulation de certains microARNs pourrait aussi 
contribuer à modifier l’expression de USP42 dans ce cas. En effet, une recherche dans 
les bases de données 
(http://www.microrna.org/microrna/getMrna.do?gene=84132&utr=13811&organism=96
06 ; http://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi ; http://www.targetscan.org/) proposent 
l’existence de 27 microARNs ayant comme cible le gène USP42 (hsa-mir-15a-
b/16/195/424/497 ; hsa-mir-103/107 ; hsa-mir-144 ; hsa-mir-181a-d ; hsa-mir-27 ; hsa-
mir-302a-e ; hsa-mir-520a-e ; hsa-mir-372 et hsa-mir-373).  
 
 
Figure 3.8. Hybridation in situ en fluorescence sur les chromosomes métaphasiques 
obtenus à partir des cellules mononuclées de la moelle osseuse du patient 09H026. 
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Métaphases représentatives de l’hybridation avec la sonde BAC RP11-164P11 montrant 
deux signaux localisés sur les chromosomes 7 normaux.  
 
En résumé, nous avons analysé par qRT-PCR un total de 173 échantillons regroupant 
158 spécimens de néoplasies hématologiques variés, 6 moelles normales, 3 spécimens de 
sang périphérique de donneurs sains, 5 lignées cellulaires et des cellules CD34+ purifiées 
à partir de moelle ossseuse normale. Sur l’ensemble des 173 cas étudiés, seuls deux 
échantillons de patients leucémiques (04H120 et 09H026) présentaient une 
surexpression de USP42. Ces cas maintiennent une surexpression supérieure à 5, peu 
importe le calibrateur utilisé ou le contrôle endogène servant à la normalisation, 
suggérant de réelles surexpressions de USP42 dans ces deux cas. Neuf des spécimens 
évalués montraient plutôt une réduction de l’expression de USP42 de deux fois 
(RQ < 0,5) et ce, indépendamment du contrôle utilisé (Table 3.2), suggérant une délétion 
possible d’un allèle, une hyperméthylation du promoteur ou la présence de mutations 
affectant l’expression de USP42 chez ces patients.  
 
BCLQ Dx RQ 
(HPRT )
RQ 
(GAPDH )
RQ 
(TBP )
RQ 
(18S )
Caryotype
05H034 LAM sans maturation 0,370 0,491 47,XY,del(5)(q?31),+mar[21]
05H050 LAM myélomonocytaire 0,430 0,493 46,XY[20]
07H122 Leucémie à cellules NK 0,499 0,428 49,XX,+6,+10,+19,i(21)(q10)[2]
07H160 LAM sans maturation 0,417 0,318 45,XX,-7[19]/46,XX[1]
08H036 LAM sans maturation 0,317 0,280 Absence de métaphase
08H049 Leucémie 
monocytaire/monoblastique 
aiguë
0,412 0,499 46,XY[18]
08H065 LAM sans maturation 0,295 0,161 46,XY,add(7)(q36)[6]/46,XY[14]
02H033 Leucémie 
monocytaire/monoblastique 
aiguë
0,137 0,291 47,XY,+8[17]/49,XY,+6,+8,+8[2]/  
46,XY[2]
02H043 LAM sans maturation 0,100 0,443 46,XX,del(11)(p12)[22]  
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Table 3.2. Sous-expression du gène USP42 dans les néoplasies hématologiques. Le 
diagnostic morphologique selon le WHO (Dx) et le caryotype des neuf patients atteints 
de différents types de leucémie myéloïde aiguë (LAM) montrant une diminution de 
l’expression de USP42 de plus de deux fois (RQ ≤ 0,5) sont indiqués. Les valeurs de 
quantification relative (RQ) sont notées par rapport aux contrôles évalués, HPRT et TBP 
ou GAPDH et ARN 18S. NK, cellules « natural killer ». 
 
3.6.3 Analyse différentielle de l’expression de l’allèle USP42 sauvage et 
de l’allèle USP42 réarrangé 
Afin d’évaluer l’expression différentielle des deux allèles de USP42 chez le patient 
04H120 (sauvage et réarrangé), nous avons utilisé deux essais TaqMan® ciblant la 
jonction des exons 2 et 3 (IR2167 ; allèle USP42 sauvage) et la jonction des exons 5 et 6 
de USP42 (IR0327 ; allèle USP42 réarrangé et allèle sauvage). Puisque la translocation 
engendre une dissociation des exons 2 et 3 de USP42, seul l’allèle sauvage sera amplifié 
avec l’essai ciblant cette jonction. Cette stratégie nous a donc permis de distinguer 
lequel des allèles contribuait à la surexpression de USP42 détectée chez le patient 
04H120. L’ARN total extrait de sept spécimens (LAM présentant la t(7;21)(p22;q22), 
n = 1 ; LAM avec un caryotype normal, n = 3 ; moelles normales, n = 3), des « random 
primers » et l’ensemble « High Capacity reverse transcription » de ABI ont été utilisés 
afin de synthétiser les ADNc (Annexe, table 9.3). Trois contrôles endogènes (GAPDH, 
TBP et HPRT) ont été évalués et le gène HPRT a été sélectionné pour l’analyse finale. 
Une moyenne des trois moelles normales a servi de calibrateur (SDmoy = 0,17 pour les 
deux essais ciblant USP42) (Table 2.7).  
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L’analyse finale a montré une surexpression de l’allèle USP42 réarrangé dans les 
cellules du patient 04H120 présentant la t(7;21)(p22;q22) (RQ = 21,77) par rapport à 
l’allèle USP42 sauvage (RQ = 1,20) (Fig. 3.7B). Pour les trois autres échantillons de 
LAM étudiés, des valeurs proches de la normale d’expression (RQ = 1) et comparables 
entre les deux essais ont été obtenues. Suivant cette translocation, les séquences de 
USP42 sont fusionnées à la région codante de RUNX1 et sont soumises au contrôle de 
son promoteur, ce qui explique probablement la surexpression de l’allèle réarrangé dans 
ces cellules.  
 
3.7 Étude de la localisation cellulaire des chimères de fusion 
RUNX1-USP42 par immunofluorescence 
Afin d’étudier l’expression des protéines chimériques RUNX1-USP42 prédites et de 
déterminer leur localisation cellulaire, des études en immunofluorescence ont été 
réalisées à l’aide d’un anticorps reconnaissant la région proximale au domaine RHD de 
RUNX1 (Table 2.10). Une étude par Western blot a aussi été effectuée (voir section 
3.8). L’expression des exons 1 à 5 et l’absence de mutation au sein de ces exons des 
allèles de RUNX1 et de RUNX1-USP42 nous ont permis de cibler cette région en N-
terminale de la protéine avec confiance. Les immunofluorescences ont été effectuées sur 
les cellules primaires du patient présentant la t(7;21)(p22;q22) et sur les cellules des 
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lignées de leucémie aiguë incluant la lignée de LAL-B REH exprimant la fusion ETV6-
RUNX1 et la lignée de LAM Kasumi-1 exprimant la fusion RUNX1-RUNX1T1.  
 
Les analyses par microscopie en déconvolution nous ont permis de confirmer le profil 
d’expression nucléaire décrit pour RUNX1 et pour RUNX1-RUNX1T1 dans la lignée 
Kasumi-1 (Fig. 3.9A) (McNeil et al., 1999; Barseguian et al., 2002). Nous avons 
également observé un profil d’expression nucléaire et cytoplasmique dans les cellules de 
la lignée REH, suggérant une expression nucléaire de RUNX1 sauvage et une expression 
cytoplasmique de la chimère ETV6-RUNX1 (Fig. 3.9A) (Rho et al., 2002). Dans les 
cellules primaires exprimant la fusion RUNX1-USP42, un profil d’expression 
majoritairement nucléaire a été révélé par l’anticorps RUNX1, suggérant une 
localisation nucléaire des protéines RUNX1 sauvages et des chimères RUNX1-USP42 
présumées (Fig 3.9A). Toutefois, il est également possible que l’anticorps ne détecte que 
la protéine sauvage, expliquant un marquage majoritairement nucléaire. En raison du 
rapport nucléo-cytoplasmique élevé des cellules leucémiques avec t(7;21)(p22;q22), un 
léger marquage cytoplasmique n’est pas exclu (Fig. 3.9B). 
 
Afin de confirmer ces résultats, d’autres expériences seront nécessaires. Par exemple, 
une double immunofluorescence avec un marqueur spécifique du cytoplasme (α-
tubuline) et/ou un Western blot avec fractionnement des protéines cytoplasmiques et 
nucléaires, suivi d’une révélation de la protéine d’intérêt dans les fractions séparées, 
pourraient nous permettre de confirmer la localisation du signal. Par ailleurs, puisque 
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l’anticorps utilisé détecte à la fois la protéine RUNX1 sauvage et de possibles chimères, 
la fusion RUNX1-USP42 pourrait aussi être clonée dans un vecteur portant un « tag », 
lequel serait ensuite transfecté dans une lignée cellulaire et révélé par un anticorps 
spécifique anti-tag. Cette expérience rend possible l’expression d’une chimère marquée 
d’un « tag » en position N- ou C-terminale et nous permettrait de cibler précisément la 
protéine anormale RUNX1-USP42 et d’évaluer l’expression de la protéine chimérique 
uniquement.  
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Figure 3.9. Profil d’expression de la région N-terminale de RUNX1 dans les cellules 
primaires de patients leucémiques et/ou dans les lignées leucémiques. (A) Profil 
d’expression de l’anticorps contre RUNX1 dans les cellules des lignées leucémiques 
Kasumi-1 (fusion RUNX1-RUNX1T1) et REH (fusion ETV6-RUNX1) et dans les 
cellules primaires du patient 04H120 présentant la t(7;21)(p22;q22) et exprimant 
possiblement la chimère RUNX1-USP42. Une expression majoritairement nucléaire est 
visualisée dans les cellules leucémiques du patient 04H120. (B) Image représentative 
des cellules primaires du patient 04H120. (C) Profil d’expression de l’anticorps contre 
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RUNX1 par Western Blot, dans les cellules de patients atteints de LAM avec 
inv(16)(p13q22) (puits 1-2), t(8;21)(p22;q22) (puits 3-4) ou t(7;21)(p22;q22) (puit 5). 
RUNX1 sauvage s’exprime à environ 55 kDa dans chaque spécimen étudié. Une bande, 
bien visualisée à 95 kDa, représente la chimère RUNX1-RUNX1T1. Une bande 
visualisée à environ 250 kDa est détectée uniquement dans les cellules avec la 
t(7;21)(p22;q22). L’alpha-tubuline (α-tubuline) sert de marqueur de charge protéique 
pour chaque puit.  
 
Les images obtenues en déconvolution suggèrent des similitudes entre les profils 
d’expression de RUNX1 dans la lignée Kasumi-1 et dans les cellules primaires du 
patient 04H120. On remarque d’abord, dans ces deux types cellulaires, une distribution 
ponctuée du signal en foci nucléaires tel que décrit pour la protéine RUNX1 sauvage 
(McNeil et al., 1999). On note aussi un marquage plus intense au sein des régions 
d’ADN de coloration légère au DAPI, soit au niveau des régions où les molécules 
d’ADN sont décondensées et activement transcrites (euchromatine). Il est important de 
souligner que l’anticorps utilisé détecte la protéine sauvage et possiblement aussi la 
protéine chimérique, pouvant expliquer une association possible avec l’euchromatine. 
En effet, RUNX1 sauvage colocalise dans des foci nucléaires avec certains marqueurs de 
l’activation transcriptionnelle dont l’ARN polymérase II (Zeng et al., 1998). De même, 
la fusion RUNX1-RUNX1T1 est aussi reconnue comme un facteur de transcription 
aberrant capable d’activer ou de réprimer le réseau transcriptionnel de RUNX1. Afin de 
confirmer une co-localisation des protéines RUNX1 avec l’euchromatine, des 
expériences complémentaires seraient également requises. Par exemple, une double 
immunofluorescence avec des marqueurs de la transcription active (anticorps contre la 
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méthylation de la lysine 4 ou 79 de l’histone 3 [H3K4 et H3K79], anticorps contre 
l’ARN polymérase II) pourrait aider à confirmer cette hypothèse. 
 
3.8 Étude d’expression de la protéine de fusion RUNX1-
USP42 par Western Blot 
Parallèlement aux expériences d’immunofluorescence, nous avons vérifié l’expression 
des protéines chimériques RUNX1-USP42 par Western blot dans les cellules primaires 
du patient avec la t(7;21)(p22;q22). Tel que suggéré par le séquençage, les transcrits 
RUNX1-USP42 respectent le cadre de lecture et peuvent mener à l’expression présumée 
de deux protéines chimériques de fusion différant l’une de l’autre par l’expression de 64 
acides aminés (7 kDa) codés par l’exon 6 de RUNX1. 
 
Les protéines totales de cinq spécimens de leucémie aiguë présentant soit la 
t(7;21)(p22;q22)/fusion RUNX1-USP42 (n = 1), une t(8;21)(p22;q22)/fusion RUNX1-
RUNX1T1 (n = 2) ou une inv(16)(p13.1q22)/fusion CBFB-MYH11 (n = 2) ont été 
extraites. Afin de s’assurer que l’anticorps contre RUNX1 (Cell Signaling) reconnaît la 
portion N-terminale et qu’il détecte la protéine RUNX1 sauvage et les protéines 
chimériques telles RUNX1-RUNX1T1 (poids de 95 kDa) et RUNX1-USP42, nous 
avons étudié des spécimens de LAM exprimant la fusion RUNX1-RUNX1T1 (Licht 
2001) et des spécimens exprimant la fusion CBFB-MYH11 comme contrôle positif et 
négatif respectivement. Malgré des charges non-équivalentes entre chaque échantillon, 
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une bande de 95 kDa s’exprime fortement et uniquement dans les deux spécimens avec 
t(8;21)(q22;q22) servant de contrôle positif (Fig. 3.9C, puits 1-2, 5), confirmant la 
capacité de cet anticorps à détecter la chimère RUNX1-RUNX1T1 et donc aussi 
possiblement la fusion RUNX1-USP42.  
 
Pour chacun des spécimens primaires étudiés, nous avons observé des bandes à un poids 
approximatif de 55 kDa, représentant la protéine RUNX1 sauvage et ses différentes 
isoformes ayant subi des modifications post-traductionnelles (poids de la protéine 
sauvage : 55 kDa) (Fig 3.9C). Tel que mentionné dans l’introduction, RUNX1 est 
fortement régulé et subit de multiples modifications post-traductionnelles incluant 
l’acétylation (40 daltons par groupement acétyle), la phosphorylation (80 daltons par 
groupement phosphate) et l’ubiquitination (7~8,5 kDa par molécule d’ubiquitine), 
expliquant le poids supérieur de certaines bandes (Bae and Lee 2006). De plus, une 
bande identifiée à un poids approximatif de 130 kDa a été détectée chez tous les 
patients, représentant possiblement un produit non-spécifique révélé par l’anticorps (Fig. 
3.9C).  
 
Un poids théorique de 171 kDa et 164 kDa a été calculé à l’aide d’outils de protéomique 
(http://www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html, 
http://au.expasy.org/tools/pi_tool.html et 
http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html) pour les deux chimères de fusion 
présumées traduites d’après les transcrits T1 et T2 respectivement. À l’exception d’une 
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faible bande d’un poids approximatif de 240 kDa, aucune autre bande n’a été identifiée 
dans les cellules du patient avec la t(7;21)(p22;q22) au poids attendu, et ce, lors des deux 
expériences indépendantes réalisées (Fig. 3.9C, puit 5). Cette bande absente dans les 
autres spécimens sans translocation pourrait représenter les protéines chimériques 
prédites. Or, une différence d’environ 70 kDa est observée entre le poids détecté et le 
poids prédit, laquelle pourrait s’expliquer par l’ajout de modifications post-
traductionnelles, tel que proposé pour la protéine sauvage. Cependant, cette bande est 
très faible et similaire à la bande non-spécifique de 130 kDa soulevant la possibilité que 
cette bande puisse aussi être non-spécifique. Un marquage avec un anticorps spécifique 
contre la protéine USP42 pourrait nous aider à clarifier cette hypothèse. Pour ce faire, 
nous avons initié une étude de validation du seul anticorps disponible commercialement 
au moment de cette investigation. Une technique d’ARN interférence a cependant 
suggéré l’incapacité de l’anticorps utilisé à reconnaître spécifiquement la protéine 
USP42. En effet, aucune diminution de l’expression protéique n’a été détectée dans les 
cellules exprimant les ARN interférence de type shRNA (Sigma, Mission). Les 
expériences protéiques ciblant USP42 n’ont donc pas été davantage explorées. 
 
3.9 Mécanismes de leucémogenèse proposés pour la fusion 
RUNX1-USP42 
Les gènes codant pour des enzymes de déubiquitination de la famille des USP 
représentent une nouvelle classe de partenaires de RUNX1. Les USP ne partagent pas les 
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caractéristiques normalement retrouvées chez les partenaires plus classiques et 
récurrents de RUNX1 (ETV6, RUNX1T1 et MECOM). Ces enzymes ne possèdent pas 
de domaines de liaison à l’ADN, de domaines répresseurs ou de domaines de 
dimérisation lesquels sont impliqués dans la leucémogenèse des fusions RUNX1-
RUNX1T1, ETV6-RUNX1 et RUNX1-MECOM. Toutefois, les USP possèdent, via 
leurs domaines USP, la capacité d’interagir avec de multiples protéines et peuvent 
réaliser des modifications post-traductionnelles de leurs substrats. 
 
Basé sur nos analyses de séquençage, des protéines chimériques de fusion RUNX1-
USP42 sont attendues. Ces chimères présumées conservent le domaine RHD de liaison à 
l’ADN, le domaine d’activation transcriptionnelle TE3 de RUNX1 et le domaine 
catalytique USP de USP42, leur permettant potentiellement de lier les séquences 
consensus de RUNX1 au niveau de ses gènes cibles, de s’hétérodimériser avec CBFB et 
finalement de réaliser de multiples interactions protéiques avec les substrats de USP42. 
À ce jour, les substrats et fonctions de USP42 sont majoritairement inconnus, limitant 
les interprétations quant aux mécanismes oncogéniques possibles de cette fusion. 
Puisque le domaine TAD/ID de RUNX1 est dissocié dans les chimères RUNX1-USP42, 
une activité transcriptionnelle aberrante est possible. Toutefois, aucune protéine de 
fusion n’a été observée par Western blot au poids théorique calculé dans les cellules du 
patient avec t(7;21)(p22;q22). Ceci pourrait s’expliquer par le fait qu’aucune protéine de 
fusion ne soit traduite sur le plan protéique ou que les chimères soient rapidement 
dégradées par ubiquitination ou grandement instable menant à la perte rapide 
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d’expression. Ces études préliminaires en Western blot ont cependant révélé une bande à 
240 kDa ne nous permettant pas d’exclure l’hypothèse que des chimères soient 
exprimées vu l’existence de plusieurs isoformes de tailles variables décrites par l’équipe 
de Hock et collaborateurs. Puisque cette bande n’a pas été séquencée par spectrométrie 
de masse et qu’elle n’a pas été confirmée à l’aide d’un anticorps spécifique contre 
USP42, il faut également considérer la possibilité que seul RUNX1 sauvage soit détecté 
dans les cellules présentant la t(7;21)(p22;q22) dans les études d’immunofluorescence. 
 
La surexpression de l’allèle réarrangé de USP42 a été confirmée dans les cellules 
présentant la t(7;21)(p22;q22) et pourrait jouer un rôle dans la pathogenèse de cette 
leucémie. D’autres enzymes de déubiquitination sont également surexprimées dans les 
certains cancers et tumeurs. Par exemple, le gène USP6 (bande 17p13.2) a été identifié 
au sein de diverses translocations chromosomiques associées à des kystes anévrismaux 
de l’os et à d’autres lésions similaires des os (Oliveira et al., 2004; Oliveira et al., 2005; 
Panagopoulos et al., 2008). La juxtaposition de multiples promoteurs devant les 
séquences codantes de USP6 mène à l’augmentation de son expression dans ces 
maladies. USP6 a été identifié comme un oncogène potentiel dans un modèle de 
xénotransplantation (Ye et al., 2010) et représente maintenant une composante majeure 
de l’étiologie de ces tumeurs. Parmi les USP étudiées par qRT-PCR au sein de la cohorte 
de 98 spécimens de leucémies myéloïdes (Tables 2.7 ; annexe, tables 9.5-9.6), les 
niveaux d’expression de USP6 ont été évalués, révélant une surexpression notable de 
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USP6 dans dix échantillons. Ces résultats ont aussi été validés par RT-PCR (Fig. 3.10 et 
table 3.3). 
 
Figure 3.10. Expression de USP6 par RT-PCR dans les cellules primaires de deux 
moelles osseuses normales et de huit patients leucémiques sans ou avec 
surexpression du gène. Les patients avec surexpression démontrent clairement une 
activation transcriptionnelle de USP6 (596 pb) par rapport aux patients 05H008 et 
05H143 lesquels n’exprimaient pas le gène. La bêta-actine (ACTB) a servi de contrôle 
interne de la PCR. 
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BCLQ Dx Caryotype RQ 
(HPRT )
RQ 
(TBP )
03H024 LAM avec 
différenciation 
minimale
47,XY,+8[18]/48,XY,+8,+8[3]/46,XY[1] 161,38 110,75
03H049 Leucémie 
myélomonocytaire 
aiguë
46,XX[20] 31,33 48,88
04H054 LAM avec 
maturation
46,XY,add(1)(q44),der(2)?add(2)(p11.2),der(2)?add(2)(q21),add(3)      
(q13),add(5)(p15),t(6;9)(p23;q34),del(17)(q23),add(19)(q13.4),del(20)(q12),      
+mar1[cp21]
125,09 105,50
04H127 LAM avec 
différenciation 
minimale
42~50,XX,-3,del(5)(q13q33),del(7)(q22),-8,add(10)(p11.2),-10,                          
-11,del(11)(q23),add(12)(p11.2),+?13,-16,-17, -20,-21,                                         
-22,+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,+mar6, 
+mar7,+mar8,+mar9,+mar10[cp19]
77,85 119,38
05H033 LAM avec 
maturation
46,XY[22] 75,72 85,30
05H120 Leucémie 
myélomonocytaire 
chronique
46,XX[22] 34,90 35,62
05H192 LAM sans 
maturation
46,XY[18] 10,70 13,78
07H005 LAM avec 
changements reliés 
à un SMD
46,XX[22] 59,23 136,65
09H026 LAM avec 
différenciation 
minimale
46,XY[20] 347,14 290,69
09H058 LAM avec 
maturation
46,XX[20] 27,29 29,74
 
Table 3.3. Surexpression du gène USP6 dans les leucémies myéloïdes de l’adulte 
(LAM). Le diagnostic selon les critères de classification du « World Health 
Organization » (Dx) et le caryotype des dix patients montrant une surexpression de 
USP6 (RQ ≥ 5). Les valeurs de quantification relative (RQ) sont notées par rapport aux 
deux contrôles HPRT et TBP. 
 
La surexpression de USP42 et de USP6 observée dans cette étude est particulièrement 
intéressante. En effet, le site catalytique des enzymes est une cible potentielle pour de 
petites molécules chimiques inhibitrices. Tel que démontré par le succès de l’Imatinib 
mesylate (Gleevec) dans les LMC, des thérapies ciblées contre les USP pourrait être 
envisagées. La surexpression de différentes USP dans les tumeurs et cancers nous 
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permet de proposer un rôle potentiel joué par ces enzymes dans le développement de ces 
maladies. Or, ceci demeure à être confirmé sur le plan fonctionnel. 
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CHAPITRE 4 
4. Étude de la t(1;21)(p22;q22) 
4.1 Paramètres cliniques du cas 07-0893 
En décembre 2005, les échantillons de sang périphérique et de moelle osseuse d’un 
patient de 62 ans de sexe masculin ont été reçus à la BCLQ pour un diagnostic possible 
de leucémie. Une formule sanguine a démontré un décompte plaquettaire normal 
(322 x109/L), de l’anémie (85 g/L), un décompte de leucocytes très élevé de 
105,6 x109/L et la présence de 53 % de cellules blastiques d’allure myéloïde au frottis. 
Une analyse morphologique de l’aspirat médullaire a révélé la présence de 
mégacaryocytes dysplasiques et de 58 % de blastes positifs pour la myéloperoxidase 
(MPO). Les blastes du sang périphérique et de la moelle osseuse exprimaient les 
marqueurs CD117, CD38, CD33, CD7 et étaient négatifs pour les antigènes HLA-DR, 
CD34 et CD13 en cytométrie de flux. Un diagnostic de LAM avec maturation a été posé 
selon la classification du WHO (FAB : LAM M2). L’analyse caryotypique des cellules 
au diagnostic a révélé la présence d’une monosomie 7 dans 17 cellules sur 20 analysées 
(46,XY,-7[17]/46,XY[3]).  
 
Le patient a été traité, en décembre 2005, avec un régime de chimiothérapie d’induction 
composé de 7 jours de cytarabine en infusion et de 3 jours d’idarubicine (inhibiteur de la 
TOP2). En février 2006, un premier cycle de consolidation incluant six doses de 
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cytarabine a été compliqué d’une pneumonie, d’un herpès simplex et d’une septicémie à 
streptocoque mitis. Le patient a reçu, en mai 2006, un second cycle de consolidation. En 
raison d’une monosomie 7 présente au caryotype, une greffe de type allogénique lui a 
été proposée. En raison de son âge avancé, le patient a reçu, en août 2006, un régime de 
conditionnement pré-greffe d’intensité réduite composé de busulfan (agent alkylant) et 
de fludarabine puis a reçu une allogreffe avec un donneur apparenté de sexe féminin. La 
greffe s’est compliquée d’une maladie du greffon contre l’hôte hépatique et cutanée, en 
janvier 2007.  
 
Un médullogramme, réalisé en avril 2007, a révélé la présence d’une blastose à 10 %. 
Dès août 2007, une progression rapide a été constatée, avec un décompte de leucocytes à 
16,4 x109/L, de l’anémie (86 g/L), une thrombopénie (34 x109/L) et une blastose à 30 % 
au frottis sanguin. Le médullogramme de contrôle a montré une nette diminution des 
mégacaryocytes et une blastose à 52 % d’allure myéloïde. En cytochimie, la population 
blastique était positive pour la MPO et pour le noir soudan. L’immunophénotype de 
cette population a montré une positivité pour les marqueurs HLA-DR, CD117, CD34, 
CD33 et CD13. Le marqueur CD7 était cependant négatif (CD38 non fait). L’analyse 
cytogénétique de ces cellules a révélé la présence d’une t(1;21)(p22;q22) dans les 26 
métaphases analysées (Fig. 4.1A). La duplication en tandem du gène FLT3 (FLT3-ITD) 
a été recherchée dans les cellules de cette seconde maladie et rétrospectivement dans les 
cellules au diagnostic et s’est avérée négative dans les deux cas. Le diagnostic de LAM 
en rechute post-greffe sera révisé, à la lumière des analyses cytogénétiques (voir section 
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4.4), pour une leucémie secondaire à la chimiothérapie (t-LAM). Le patient recevra un 
traitement à visée palliative et décédera en septembre 2007.  
 
La t(1;21)(p22;q22) a été rapportée dans un seul autre cas de leucémie secondaire à la 
chimiothérapie (t-LAM M2) reliée à des inhibiteurs de la TOP2 (Nadal et al., 2008). 
Toutefois, le gène partenaire de RUNX1 n’a pas été identifié dans cette étude. 
Puisqu’une translocation similaire a été détectée chez notre patient, une investigation par 
la technique de FISH a été effectuée au laboratoire de cytogénétique clinique à l’aide de 
la sonde RUNX1-RUNX1T1. L’analyse a confirmé un réarrangement de RUNX1 au sein 
de cette anomalie. Afin de déterminer le point de cassure exact au niveau de RUNX1, 
nous avons alors initié une caractérisation moléculaire de cette nouvelle translocation. 
 
4.2 Analyse cytogénétique 
4.2.1 Identification du point de cassure sur le gène RUNX1 
La caractérisation du point de cassure sur le gène RUNX1 a été réalisée à l’aide de la 
technique de FISH avec des sondes BACs couvrant différents exons de RUNX1. Suite à 
la t(1;21)(p22;q22), la région 5’ de RUNX1 est transloquée sur le chromosome dérivé 1 
[der(1)] tandis que la région en 3’ demeure sur le chromosome dérivé 21 [der(21)]. À 
l’aide des BACs RP11-299D9 (139 kb, couvrant l’intron 1b et les exons 2 à 8 de 
RUNX1) et RP11-17O20 (142 kb, couvrant une région en position 5’ à RUNX1, les 
  
 
164
exons 1a-1b et les introns 1a-1b du gène), la région de cassure sur le gène RUNX1 a été 
circonscrite. L’hybridation de la sonde RP11-299D9 a révélé la présence de trois 
signaux situés sur le chromosome 21 normal, sur le der(21) et sur le der(1), suggérant 
une cassure localisée à l’intérieur de la région couverte par cette sonde (Fig. 4.1B). Afin 
de confirmer ce résultat, une hybridation de la sonde RP11-17O20 a été effectuée sur les 
chromosomes métaphasiques. Deux signaux ont respectivement été observés sur le 
chromosome 21 normal et sur le der(1), confirmant une cassure en position 
centromérique (Fig. 4.1C). À l’aide de ces profils d’hybridation, il nous a été possible de 
confirmer le réarrangement de RUNX1 au sein de cette nouvelle t(1;21)(p22;q22). Ainsi, 
une cassure localisée au niveau du BCR de RUNX1 (exons 5 à 7) a été proposée. 
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Figure 4.1. Analyse cytogénétique des cellules mononuclées de la moelle osseuse du 
patient atteint de leucémie myéloïde aiguë secondaire à une chimiothérapie 
antérieure (t-LAM) présentant la t(1;21)(p22;q22). (A) Caryotype standard en bandes 
G des cellules de la t-LAM avec t(1;21)(p22;q22). Les flèches indiquent les 
chromosomes dérivés 1 [der(1)] et dérivés 21 [der(21)]. (B) Hybridation in situ en 
fluorescence (FISH) sur des chromosomes métaphasiques avec la sonde RP11-299D9, 
couvrant les exons 2 à 8 de RUNX1. Un signal normal est détecté sur le chromosome 21 
normal et un signal divisé est visualisé sur les deux chromosomes anormaux der(1) et 
der(21). (C) FISH sur des chromosomes métaphasiques avec la sonde RP11-17O20, 
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couvrant la partie 5’, l’exon 1 et l’intron 1 de RUNX1. Deux signaux sont visualisés sur 
le chromosome 21 normal et sur le der(1), suggérant un point de cassure en position 
centromérique. (D) FISH sur des chromosomes métaphasiques avec la sonde RP11-
192G4, couvrant la région 5’ du gène COL24A1. Un signal est localisé sur le 
chromosome 1 normal tandis qu’un second signal est détecté sur le der(21), suggérant un 
point de cassure en position centromérique à la sonde utilisée. (E) FISH sur des 
chromosomes métaphasiques avec la sonde RP11-47F20, couvrant la région 5’ du gène 
ODF2L et les gènes CLCA2 et CLCA1. Deux signaux sont visualisés sur le chromosome 
1 normal et sur le der(1), suggérant un point de cassure télomérique à cette sonde.  
 
4.2.2 Identification du gène partenaire de la t(1;21)(p22;q22) : CLCA2 
L’analyse des caryotypes standards en bande G nous a permis de débuter notre 
investigation en ciblant le bras court du chromosome 1 et plus spécifiquement, la région 
chromosomique 1p22-1p31.1. La bande chromosomique 1p22, laquelle se subdivise en 
trois sous-bandes (1p22.1, 1p22.2 et 1p22.3), est une région particulièrement riche en 
gènes. En utilisant une stratégie de marche sur le chromosome, nous avons ciblé certains 
gènes candidats localisés à la bande chromosomique 1p22.3. L’hybridation des sondes 
RP11-192G4, RP11-775P20 et RP11-47F20 sur les chromosomes métaphasiques du 
patient 07-0893 nous a permis de délimiter la région de cassure au niveau de cette bande 
chromosomique. L’hybridation de la sonde RP11-192G4 (171 kb) a généré deux signaux 
localisés sur le chromosome 1 normal et sur le der(21), suggérant un point de cassure 
situé en position centromérique à la région couverte par cette sonde (Fig. 4.1D). En 
position centromérique à cette sonde, les BACs RP11-47F20 (157 kb) et RP11-775P20 
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(183 kb) de la bande chromosomique 1p22.3 ont été sélectionnés afin de poursuivre 
notre étude. L’hybridation de ces deux BACs a révélé la même information, soit la 
présence de deux signaux respectivement localisés sur le chromosome 1 normal et sur le 
der(1), suggérant donc un point de cassure en position télomérique à la région couverte 
par ces sondes (Fig. 4.1E). Basé sur ces profils d’hybridation, une région de moins de 
150 kb séparant les deux BACs RP11-192G4 et RP11-775P20/RP11-47F20 a été étudiée 
(Fig. 4.2A). 
 
 
Figure 4.2. Position des BACs ciblant la bande chromosomique 1p22.3. (A) Les 
BACs RP11-192G4 et RP11-775P20/RP11-47F20 sont encerclés en rouge. Une région 
d’environ 150 kb, délimitée par ces BACs, peut être déterminée à l’aide de l’échelle de 
200 kb représentée sur le haut de la figure. Les quatre gènes candidats couverts par ces 
trois sondes sont indiqués au bas de la figure. Le gène COL24A1 est en position 
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télomérique tandis que le gène CLCA1 est en position centromérique. Der(21), 
chromosome dérivé 21 ; der(1), chromosome dérivé 1. Figure tirée et modifiée du site 
« USCS genome browser », http://genome.ucsc.edu/. (B) Représentation schématique du 
gène CLCA2, comptant 14 exons. La région de délétion proposée, ciblant la région 5’, 
l’exon 1 et l’intron 1 de CLCA2, est indiquée par un trait rouge.  
 
Dû à la basse résolution de la technique de FISH, un petit signal généré par l’une ou 
l’autre des sondes BACs couvrant cette région d’intérêt aurait pu être manqué. Nous 
avons donc élargi notre région d’investigation à environ 500 kb et avons retenu quatre 
gènes candidats de la bande 1p22.3 dont COL24A1, ODF2L, CLCA2 et CLCA1 (Fig. 
4.2A). De ces quatre gènes, seuls CLCA2 et CLCA1 possédaient une orientation 
télomère vers centromère identique à RUNX1, permettant la formation et l’expression 
d’un possible gène de fusion. Une approche par RT-PCR a ensuite été priorisée afin 
d’identifier le nouveau partenaire de fusion de RUNX1 à la bande 1p22.3.  
 
Une revue de la littérature sur les gènes CLCA1 et CLCA2 « chloride channel accessory 
2 » a révélé une fonction possible de gène suppresseur de tumeur pour CLCA2 dans le 
cancer du sein (Gruber and Pauli 1999; Elble and Pauli 2001; Walia et al., 2009). Une 
hyperméthylation du promoteur de CLCA2 (Li et al., 2004) et de fréquentes délétions de 
ce locus (Balakrishnan et al., 2006) ont respectivement été rapportées dans des lignées 
cellulaires de cancer du sein et dans le lymphome du manteau. Puisque CLCA2 était le 
gène le plus central à la région d’investigation, il a alors été sélectionné comme 
candidat. 
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4.3 Identification des transcrits de fusion RUNX1-CLCA2 et 
CLCA2-RUNX1 
4.3.1 Analyse des transcrits de la fusion principale RUNX1-CLCA2 
Des RT-PCR ont été réalisées sur l’ARN total extrait à partir des cellules mononuclées 
de la moelle osseuse du patient présentant la t(1;21)(p22;q22) à l’aide de l’ensemble 
« One step RT-PCR kit » de Qiagen et du couple d’amorces RUNX1_ex4,5F et 
CLCA2_ex7R. Les conditions d’amplification suivantes ont été utilisées : 35 cycles de 
dénaturation à 94oC pendant 30 secondes, d’hybridation à 60oC pendant 45 secondes et 
d’extension à 72oC pendant une minute. 
 
Au moins trois bandes majeures d’amplification ont été visualisées lors de la migration 
du produit de PCR sur un gel d’agarose de 1,5 % (Fig. 4.3A). Le séquençage de la bande 
prédominante (T1, 1230 pb) a révélé la présence d’une fusion entre l’exon 6 de RUNX1 
et l’exon 2 de CLCA2 (Figs. 4.3B-4.3C). Afin de confirmer la spécificité de ce produit, 
nous avons utilisé un second couple d’amorces respectivement localisé dans l’exon 6 de 
RUNX1 (RUNX1_ex6F) et dans l’exon 2 de CLCA2 (CLCA2_ex2R). Cette combinaison 
d’amorces, située tout près du point de cassure proposé, nous a permis d’amplifier une 
bande unique de 154 pb dont la spécificité a été confirmée par séquençage. Le 
séquençage des deux autres bandes majeures d’amplification, représentant des transcrits 
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alternatifs de la fusion RUNX1-CLCA2 (T2, 832 pb ; T3, 672 pb), a démontré des 
fusions entre l’exon 6 de RUNX1 et l’exon 5 de CLCA2 (T2) et entre l’exon 6 de RUNX1 
et l’exon 6 de CLCA2 (T3) (Figs. 4.3B-4.3C). Trois autres bandes d’amplification 
d’intensité moindre sur le gel ont également été isolées, révélant la présence de trois 
nouveaux produits de fusion résultant d’un épissage alternatif (T4, 640 pb ; T5, 477 pb ; 
T6, 444 pb). Des fusions entre l’exon 5 de RUNX1 et l’exon 5 de CLCA2 (T4), entre 
l’exon 5 de RUNX1 et l’exon 6 de CLCA2 (T5) ainsi qu’entre l’exon 6 de RUNX1 et 
l’exon 7 de CLCA2 (T6) ont été identifiées (Figs. 4.3B-4.3C). 
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Figure 4.3. Analyse moléculaire des six transcrits alternatifs de la fusion RUNX1-
CLCA2. (A) Coloration par le bromure d’éthidium du produit de RT-PCR amplifié à 
partir de l’ARN total extrait des cellules mononuclées du patient avec la 
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t(1;21)(p22;q22) (puit 3). Au moins six bandes d’amplification spécifiques sont 
visualisées lors de la migration de ce produit sur un gel d’agarose. Les six transcrits (T1 
à T6) sont identifiés par des flèches et le poids respectif de chaque transcrit, amplifié à 
partir des amorces RUNX1_ex4,5F et CLCA2_ex7R, est indiqué en paires de base (pb). 
Contrôle négatif sans ARN (puit 1) ; contrôle positif d’expression correspondant à 
l’amplification du gène de la bêta actine (ACTB) (puit 2 ; 192 pb) ; transcrit majeur de 
fusion RUNX1-CLCA2 (T1) résultant d’une amplification par RT-PCR de l’ARN des 
cellules avec la t(1;21)(p22;q22), à l’aide des amorces RUNX1_6F et CLCA2_2R (puit 
4 ; 154 pb) ; M, marqueur 1 kb. (B) Représentation schématique des six transcrits 
RUNX1-CLCA2. Le poids moléculaire attendu de chaque transcrit amplifié à partir des 
amorces RUNX1_ex4,5F et CLCA2_ex7R est indiqué à la droite du schéma. Les boîtes 
bleues représentent les exons codants de RUNX1 alors que les boîtes vertes représentent 
les exons codants de CLCA2. (C) Séquences partielles des six transcrits montrant le 
point de cassure précis de chaque produit d’épissage exprimé suite à la t(1;21)(p22;q22). 
Une flèche indique le point de cassure. 
 
L’analyse des six transcrits de fusion RUNX1-CLCA2 nous a permis d’identifier que 
suite à la fusion des séquences de CLCA2 à RUNX1, le cadre de lecture de CLCA2 est 
décalé permettant l’apparition de codons STOP prématurés au sein des séquences de la 
protéine. Ainsi, les six transcrits de fusion générés par cette t(1;21)(p22;q22) sont dits 
« out-of-frame ». Selon l’exon de CLCA2 fusionné à RUNX1, le cadre de lecture varie, 
menant à l’incorporation d’une quantité variable d’acides animés allant d’un à 45 acides 
aminés non apparentés à la séquence protéique normale de RUNX1 ou de CLCA2 
(Table 4.1). Plus spécifiquement, les analyses réalisées à l’aide de l’outil de protéomique 
« Ribosome virtuel » (www.cbs.dtu.dk/services/VirtualRibosome/) suggèrent qu’un 
acide aminé est ajouté à la suite de la séquence de RUNX1 lors de la traduction de la 
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protéine putative codée par le transcrit T6. Deux acides aminés seraient ajoutés aux 
protéines codées par les transcrits T3 et T5, quatre acides aminés seraient ajoutés à la 
protéine traduite par le transcrit T1 alors que 45 acides aminés seraient ajoutés aux 
protéines prédites engendrées par les transcrits T2 et T4 (Fig. 4.4A et table 4.1). Selon le 
site d’initiation de la traduction de RUNX1 utilisé lors de la formation de ces protéines 
présumées, 27 acides aminés doivent être additionnés à la protéine produite lorsque le 
codon initiateur (ATG) de l’exon 1 de RUNX1 est utilisé (Table 4.1). Ces acides aminés 
dits « aléatoires » ne codent pour aucun domaine ou motif protéique connu, tel que 
prédit par l’outil de protéomique « InterProScan », 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan/.  
 
Transcrit 
RUNX1-CLCA2
Traduction débutant à 
l'exon 1 de RUNX1
Traduction débutant à 
l'exon 3 de RUNX1
Nb d'acides aminés 
ajoutés suite à RUNX1
T1 272 acides aminés 245 acides aminés 4 acides aminés
T2 313 acides aminés 286 acides aminés 45 acides aminés
T3 270 acides aminés 243 acides aminés 2 acides aminés
T4 249 acides aminés 222 acides aminés 45 acides aminés
T5 206 acides aminés 179 acides aminés 2 acides aminés
T6 269 acides aminés 242 acides aminés 1 acide aminé  
Table 4.1. Déduction de la taille en acides aminés des protéines tronquées prédites 
de RUNX1 résultant des six transcrits alternatifs de fusion RUNX1-CLCA2 (T1 à 
T6). La taille des protéines tronquées finales est indiquée, selon une traduction débutant 
dans l’exon 1 ou dans l’exon 3 de RUNX1. Le nombre d’acides aminés aléatoires 
additionnés à la suite des séquences protéiques de RUNX1 est aussi présenté. L’outil de 
protéomique « Virtual Ribosome » (www.cbs.dtu.dk/services/VirtualRibosome/) a été 
utilisé afin de réaliser ces prédictions. 
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L’ajout d’acides aminés aléatoires à la suite des séquences de RUNX1 n’entraîne pas la 
création de protéine chimérique de fusion, mais plutôt la production de protéines 
tronquées de RUNX1. L’ensemble des protéines tronquées présumées de RUNX1 
générées par ces six transcrits conservent le domaine RHD de liaison à l’ADN et perdent 
le domaine TAD/ID de régulation transcriptionnelle de RUNX1. Il est à noter que le 
RHD est traduit par les exons 3 à 5 de RUNX1 et que les cinq derniers acides aminés du 
domaine sont codés par l’exon 6 (RHRQK), tel que prédit par le site PFAM 
(http://pfam.sanger.ac.uk/). Lors de l’épissage alternatif de l’exon 6, le domaine RHD 
est théoriquement incomplet, ce qui est le cas pour deux des protéines prédites générées 
par les transcrits T4 et T5 (Fig. 4.4B).  
 
 
Figure 4.4. Analyse des protéines de RUNX1 tronquées prédites résultant de la 
t(1;21)(p22;q22) et des transcrits RUNX1-CLCA2. (A) Déduction des acides aminés 
codés par les transcrits de fusion T1, T2 et T3. Le nombre d’acides aminés total codé par 
chaque transcrit est noté, se basant sur une traduction initiée à l’exon 1 de RUNX1. Les 
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flèches représentent les points de cassure. Les astérisques indiquent la fin de la 
traduction protéique, suite à l’apparition de codon STOP prématuré. Les acides aminés 
additionnels non apparentés à la séquence protéique de RUNX1 ou de CLCA2 sont 
représentés en gras. (B) Représentation schématique du gène RUNX1, de la protéine 
RUNX1 sauvage et des produits tronqués de RUNX1 possiblement générés lors de la 
t(1;21)(p22;q22). La boîte noire représente un nombre variable d’acides aminés non 
apparentés à RUNX1 ou à CLCA2, lesquels sont ajoutés à la suite de la protéine 
RUNX1. Le domaine RHD « Runt homology domain » est conservé tandis que le 
domaine de régulation transcriptionnelle (TAD/ID) est perdu dans toutes les isoformes 
tronquées prédites. 
 
4.3.2 Étude de la fusion réciproque CLCA2-RUNX1 
Aucun produit de fusion réciproque n’a été détecté à l’aide d’amorces localisées dans 
l’exon 1 de CLCA2 (CLCA2_ex1F) et dans l’exon 7 ou 8 de RUNX1 ((RUNX1_7R, 
RUNX1_ex8R) et de l’ensemble de RT-PCR « One Step RT-PCR » de Qiagen ou de 
PCR « HotStar HiFidelity » de Qiagen. De façon intéressante, les expériences de FISH, 
réalisées à l’aide des sondes en 1p22.3 ciblant le gène CLCA2, n’ont pas généré le profil 
typique d’hybridation à trois signaux (Figs. 4.1D-4.1E; 4.2A). En tenant compte de ces 
résultats d’hybridation in situ et de l’absence de transcrit réciproque de fusion détecté 
par RT-PCR et PCR, nous avons proposé l’existence d’une délétion ciblant la région 5’ 
et/ou l’exon 1 et/ou l’intron 1 de CLCA2 (Fig. 4.2B). L’absence de transcrit réciproque 
ainsi que la délétion de séquences au niveau des points de cassures des gènes impliqués 
au sein de translocations chromosomiques sont des évènements fréquemment décrits 
dans les néoplasies hématologiques (Paulsson et al., 2006; Foster et al., 2010). 
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L’exemple le mieux connu est certainement la délétion de séquences sur le chromosome 
dérivé 9 associée à la t(9;22)(q34;q11.2) des LMC (Kim et al., 2008). Sur le plan 
protéique, l’absence d’expression d’un transcrit de fusion réciproque mène à la perte 
d’expression du domaine TAD/ID de RUNX1 dans les cellules leucémiques avec 
t(1;21)(p22;q22). 
 
4.3.3 Analyse mutationnelle du gène RUNX1 
Nous avons également réalisé une analyse mutationnelle des exons codant pour le 
domaine RHD et pour le domaine TAD/ID de l’allèle RUNX1 sauvage. Un ADNc de 
RUNX1 sauvage a été synthétisé à l’aide des amorces RUNX1_1F et RUNX1_8R et de 
l’ensemble « One step RT-PCR kit » de Qiagen. Le séquençage de l’ADNc a été réalisé 
à partir des amorces RUNX1_1F et RUNX1_8R ou d’amorces internes RUNX1_2F et 
RUNX1_7R. L’analyse de l’allèle RUNX1 sauvage n’a révélé aucune mutation des 
exons 3 à 5 suggérant que le domaine RHD de RUNX1 sauvage puisse être fonctionnel 
et capable de réaliser ses fonctions.  
 
4.4 Distinction entre leucémie en rechute et leucémie 
secondaire à une chimiothérapie antérieure 
Pour ce patient, il était intéressant de préciser la nature de la leucémie présentant une 
t(1;21)(p22;q22), laquelle est apparue suite à un traitement de chimiothérapie et une 
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allogreffe. Afin de confirmer la possibilité d’une leucémie reliée à une chimiothérapie 
antérieure, un FISH (sonde RUNX1-RUNX1T1) et des PCR « HotStar HiFidelity PCR » 
et « One Step RT-PCR kit » de Qiagen (amorces RUNX1_ex4,5F ou RUNX1_ex6F et 
CLCA2_ex2R ou CLCA2_ex7R) ont été rétrospectivement réalisés sur les cellules 
cryopréservées de moelle osseuse au moment du diagnostic en 2005. Un décompte de 
305 cellules interphasiques et l’analyse de métaphases ont été réalisés par deux 
observateurs, démontrant un profil d’hybridation normal de la sonde RUNX1-
RUNX1T1 dans 96 % des cellules évaluées (293/305 cellules analysées) (Fig. 4.5A). 
Des douze cellules anormales rencontrées, seuls deux noyaux présentaient un profil 
d’hybridation à trois signaux verts (RUNX1) pouvant être suggestif d’un réarrangement 
de RUNX1. Afin de confirmer l’absence de fusion RUNX1-CLCA2 dans les cellules au 
moment du diagnostic, nous avons eu recours à des techniques de PCR. Malgré la plus 
grande sensibilité de cette technique, les PCR se sont avérées négatives, confirmant 
l’absence de réarrangement de RUNX1 dans les cellules au diagnostic. 
 
Une hybridation in situ sur des noyaux interphasiques avec une sonde centromérique du 
chromosome 7 (CEP7) a aussi été réalisée de façon rétrospective sur les cellules 
cryopréservées de la moelle osseuse du patient 07-0893 avec la t(1;21)(p22;q22). Deux 
signaux, correspondant aux deux centromères du chromosome 7, ont été détectés dans 
97 % des 214 noyaux interphasiques analysés (207/214 cellules analysées, valeur 
normale de laboratoire pour cette sonde ≤ 7 %) (Fig. 4.5B). Puisque nos résultats 
suggéraient l’absence de la fusion RUNX1-CLCA2 dans les cellules au diagnostic et 
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l’absence de monosomie 7 dans les cellules présentant la t(1;21)(p22;q22), nous avons 
donc proposé que cette t(1;21)(p22;q22) soit acquise suite à la chimiothérapie reçue. 
 
 
Figure 4.5. Hybridation in situ en fluorescence sur les cellules mononuclées de 
moelle osseuse du patient au diagnostic et au moment de sa leucémie secondaire à 
la chimiothérapie. (A) Hybridation avec la sonde RUNX1-RUNX1T1 réalisée sur les 
chromosomes métaphasiques du patient atteint de leucémie aiguë myéloïde de novo. 
Deux signaux verts (RUNX1) ont été visualisés sur les chromosomes 21, confirmant 
l’absence de réarrangement de RUNX1 dans ces cellules sans t(1;21)(p22;q22). (B) 
Hybridation avec la sonde centromérique pour le chromosome 7 (CEP7) réalisée sur les 
noyaux interphasiques du patient avec la t(1;21)(p22;q22). Deux signaux rouges 
correspondant aux centromères du chromosome 7 ont été visualisés confirmant 
l’absence de monosomie 7 dans ces cellules avec t(1;21)(p22;q22).  
 
L’acquisition d’anomalies génétiques est fréquemment rapportée dans les néoplasies 
myéloïdes secondaires à un traitement de chimiothérapie. Les altérations du gène MLL, 
mais également du gène RUNX1, sont particulièrement associées à des traitements par 
des inhibiteurs de la TOP2 et surviennent en général à l’intérieur d’une période de moins 
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de 5 ans après le traitement. Nos résultats, sur le plan clinique et moléculaire, plaident en 
faveur d’une leucémie secondaire à un traitement de chimiothérapie (t-LAM) et plus 
particulièrement d’une leucémie secondaire à un traitement par des inhibiteurs de la 
TOP2.  
 
4.5. CLCA2, un possible gène suppresseur de tumeur 
Le gène CLCA2 appartient à la famille CLCA « calcium-activated chloride channel » 
des canaux à ions chlorures activés par le calcium. Chez l’humain, cette famille 
comprend au moins quatre membres (CLCA1 à CLCA4), tous localisés sur un même 
locus génomique à la bande 1p22.3 (Loewen and Forsyth 2005). Le gène CLCA2 
contient 14 exons lesquels codent pour une protéine de type précurseur ayant un passage 
transmembranaire (943 acides aminés). Ce précurseur protéique est glycosylé puis clivé 
au niveau de la surface cellulaire ce qui permet la production d’une protéine de 35 kDa 
ayant un passage transmembranaire et d’une protéine de 109 kDa sécrétée dans le milieu 
extracellulaire qui exprime un domaine von Willebrand de type A (VWA) reconnu pour 
ses interactions protéines-protéines (Figs. 4.6A-4.6C) (Elble et al., 2006).  
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Figure 4.6. La protéine CLCA2. (A) Représentation schématique de la protéine 
CLCA2 et de ses domaines protéiques. Un peptide signal (ss, acides aminés 1 à 32), un 
domaine Von Willebrand A (VWA; acides aminés 309 à 485) et un domaine 
transmembranaire (acides aminés 906 à 928) sont exprimés par la protéine de type 
précurseur de 943 acides aminés. (B) La protéine de type précurseur et les produits 
clivés matures, subissant ou non une glycosylation (Gly+ ou Gly-), sont représentés. (C) 
La protéine CLCA2 de type précurseur (128 kDa) s’exprime d’abord dans le réticulum 
endoplasmique puis sera exprimée à la surface membranaire sous une forme glycosylée 
(141 kDa). CLCA2 subit alors un clivage par une endoprotéase encore non identifiée, 
menant à l’expression d’une isoforme transmembranaire de 35 kDa et d’une forme libre 
sécrétée de 109 kDa. Figures reproduites de Elbe et collaborateurs, J Biol Chem; 
281(40):29448-54 et adaptées avec la permission de « The American Society for 
Biochemistry and Molecular Biology », copyrights 2006. 
 
La présence d’un seul passage transmembranaire, localisé dans la partie C-terminale de 
CLCA2, a permis de suggérer que la protéine mature n’agisse pas en tant que canal à 
ions chlorures, mais plutôt en tant que régulateur du courant chlorure (Elble et al., 2006). 
Cette même fonction a également été proposée pour d’autres membres de cette famille, 
autant chez la souris que chez l’humain (Gibson et al., 2005). Par exemple, l’absence de 
passage transmembranaire dans la protéine humaine CLCA1 et son expression dans le 
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milieu extracellulaire sont incompatibles avec une fonction de canal à ions, permettant 
de proposer que les membres de cette famille fonctionnent tels des régulateurs du 
courant chlorure plutôt que des pores capables d’échanger l’ion chlorure à travers la 
membrane cellulaire (Gibson et al., 2005).  
 
Divers rôles ont été proposés pour CLCA2 incluant un rôle dans l’adhésion cellulaire via 
des interactions avec l’intégrine α6β4 et un rôle de suppresseur de tumeur dans le cancer 
du sein (Abdel-Ghany et al., 2001; Elble and Pauli 2001). En effet, CLCA2 peut soit 
préférentiellement bloquer la progression du cycle cellulaire lorsqu’il est exprimé dans 
un contexte cellulaire normal ou soit activer les voies apoptotiques lorsqu’il est 
surexprimé (Walia et al., 2009). L’expression de CLCA2 est associée à un fort potentiel 
anti-prolifératif alors que la diminution de son expression dans des cellules mammaires 
cancéreuses semble leur conférer un avantage de survie et une résistance à long terme à 
de multiples drogues. De plus, l’expression plus ou moins forte de CLCA2 semble 
prédire la sensibilité de certaines lignées cellulaires à des agents de chimiothérapie tel 
que la doxorubicine, l’étoposide et la mitomycine C (Walia et al., 2009). Par ailleurs, 
une hyperméthylation du promoteur de CLCA2, menant à la diminution de son 
expression, a été décrite dans les lignées de cancer du sein (Li et al., 2004).  
 
À l’exception d’un article suggérant un rôle possible de suppresseur de tumeur associé à 
l’un des gènes du locus 1p22.3 fréquemment délété dans le lymphome du manteau, 
aucune autre fonction n’a été proposée pour CLCA2 dans les cancers hématologiques 
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(Balakrishnan et al., 2006). Nous rapportons donc, pour la première fois, l’implication 
du gène CLCA2 dans la leucémie comme nouveau partenaire de RUNX1 (Giguere and 
Hebert 2010). Par ailleurs, d’autres gènes codant pour des protéines membranaires ou 
canaux à ions ont été décrits comme partenaires de fusion de RUNX1, formant ainsi une 
nouvelle catégorie de partenaires (Table 8.1). Dans cette catégorie, mentionnons le gène 
KCNMA1 « potassium large conductance calcium-activated channel, subfamily M, alpha 
member 1 » qui code pour une protéine appartenant à la famille des canaux à ions 
potassium activés par le calcium lequel a récemment été décrit dans un cas de LAM de 
novo avec t(10;21)(q22.3;q22) (Grossmann et al., 2011b). Le gène copine 8 (CPNE8), 
codant pour une protéine de liaison à la membrane dépendante du calcium, a aussi été 
identifié comme un partenaire de fusion de RUNX1 dans un cas de t-LAM avec une 
t(12;21)(q12;q22) (Ramsey et al., 2003). Ces trois protéines membranaires représentent 
des partenaires rares dont le rôle dans la pathogenèse des LAM demeure à élucider. 
 
4.5 Expression de CLCA2 dans les cellules hématopoïétiques 
normales et leucémiques 
CLCA2 est particulièrement exprimé dans la glande mammaire (lignée MCF10A dérivée 
de cellules épithéliales mammaires non-tumorales) et notamment dans la trachée, les 
reins, les testicules, la prostate, l’utérus et l’épithélium nasal (Gruber and Pauli 1999; 
Loewen and Forsyth 2005). Nous nous sommes intéressés à étudier l’expression de 
CLCA2 dans les tissus hématopoïétiques normaux et leucémiques à l’aide de la 
  
 
183
technique de RT-PCR et des amorces CLCA2_ex8F et CLCA2_ex10R respectivement 
localisées dans l’exon 8 et l’exon 10 du gène CLCA2. Les ARN totaux extraits de deux 
échantillons de cellules mononuclées de moelle osseuse normale, de deux échantillons 
de cellules mononuclées de sang périphérique de donneurs normaux, de quatre lignées 
cellulaires leucémiques (KOPN8, LAL-B avec t(11;19)(q23;p13)/fusion MLL-ENL ; 
OCI-AML3, LAM M4 avec mutation NPM1 ; MONO-MAC1, LAM M5 avec 
t(9;11)(p22;q23)/fusion MLL-MLLT3/AF9 et Kasumi-1, LAM M2 avec 
t(8;21)(q22;q22)/fusion RUNX1-RUNX1T1) et de 21 échantillons primaires de LAM 
avec différentes morphologies et des caryotypes variés ont été étudiés (Table 4.2). La 
lignée cellulaire MCF10A a été utilisée comme contrôle positif d’expression de CLCA2 
et le gène ACTB a servi de contrôle positif interne de la RT-PCR et de contrôle de 
charge pour chaque échantillon. Une bande de 302 pb, correspondant à l’amplification 
des exons 8 à 10 de CLCA2, a été détectée et séquencée dans certains échantillons et 
dans la lignée MCF10A, confirmant la spécificité de la PCR.  
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BCLQ Spécimen Dx Caryotype
04H025 moelle M1 46,XY[21]
03H024 moelle M1 47,XY,+8[18]/48,XY,+8,+8[3]/46,XY[1]
07H160 moelle M1 45,XX,-7[19]/46,XX[1]
04H001 sang M1 47,XY,+13[13]/49,XY,+9,+13,+13[7]/46,XY[1]
09H043 moelle M1 46,XY[21]
09H002 sang M1 46,XX[23]
05H184 sang M1 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)[20]
03H030 sang M0
44~48,XX,add(1)(p3?2)[22],del(5)(q13)[17],del(6) 
(p23)[22],+8[2],add(18)(p11.3)[21],+21[3][cp22]
08H118 sang M0
42~45,X,-X,-3,del(5)(q15q33),del(7)(q22q32),-14,add(16)(q?13),-17,-17,-20,                         
-22,+1~5mar[cp20]
04H096 moelle M2 45,XY,-7[3]/46,XY[18]
04H141 moelle M2 46,XY[20]
03H083 sang M2 46,XY,t(8;21)(q22;q22),inv(9)(p11q12)c[20]
05H042 sang M2 47,XY,t(8;21)(q22;q22),+8[21]
05H050 moelle M4 46,XY[20]
09H013 moelle M4 46,XY[22]
06H040 moelle M4 45,X,-Y[19]/46,XY[2]
03H109 moelle M4Eo 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
03H112 moelle M4Eo 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
07H144 sang M4Eo 46,XY,add(2)(q21),der(16)inv(16)(p13q22)?t(2;16)(q21;q22),der(18)?ins(18;?)(q11.2;?)[21]
04H111 sang M5 47~49,XY,+8,+8,-12,-21,+mar[cp35]
06H073 moelle M5 46,XY,del(1)(p13)[21]  
Table 4.2. Diagnostics morphologiques et caryotypes des 21 échantillons 
leucémiques sélectionnés pour l’étude d’expression de CLCA2. Dx, diagnostic 
morphologique ; M1, leucémie myéloïde aiguë sans maturation ; M0, leucémie myéloïde 
aiguë avec différenciation minimale ; M2, leucémie myéloïde aiguë avec maturation ; 
M4, leucémie myélomonocytaire aiguë ; Eo, avec éosinophiles anormaux dans la 
moelle ; M5, leucémie monoblastique/monocytaire aiguë. 
 
Nos résultats démontrent que CLCA2 s’exprime dans les deux échantillons de moelle 
normale, mais moins fortement que dans le contrôle positif MCF10A. CLCA2 s’exprime 
très faiblement dans les deux échantillons de sang périphérique et dans les lignées 
leucémiques étudiées (Figs. 4.7A-4.7B, 4.7D). Une expression hétérogène de CLCA2 a 
toutefois été observée dans les spécimens de LAM étudiés, avec une expression 
diminuée par rapport aux moelles normales dans 14 échantillons des 21 spécimens 
analysés (Figs. 4.7A-4.7C). Un plus grand nombre d’échantillons leucémiques, analysés 
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par une méthode de qRT-PCR, serait requis afin de confirmer une diminution fréquente 
d’expression du gène CLCA2 dans les leucémies. 
 
 
Figure 4.7. Expression du gène CLCA2. (A) Expression de CLCA2 dans les cellules 
mononuclées isolées de moelle osseuse normale (BMMC) et de sang périphérique 
normal (PBMC), de quatre lignées de leucémies et de trois spécimens de leucémies 
aiguës myéloïdes (LAM) primaires avec un caryotype normal (09H013, 09H043, 
09H002). Une expression hétérogène de CLCA2 (302 pb) est notée dans les échantillons 
de leucémies primaires. La lignée MCF10A sert de contrôle positif d’expression de 
CLCA2 et la bêta actine (ACTB) sert de contrôle interne de la RT-PCR (192 pb). (B) 
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Expression de CLCA2 dans 12 spécimens de LAM primaires. Une hétérogénéité 
d’expression est notée. La lignée MCF10A sert de contrôle positif pour l’expression de 
CLCA2 tandis que des échantillons de moelle osseuse normale ainsi que de sang 
périphérique normal servent de contrôle d’expression dans les tissus hématopoïétiques 
sains. ACTB sert de contrôle interne de la RT-PCR. (C) Expression de CLCA2 dans 9 
spécimens de LAM ayant soit un caryotype normal (NK, n = 3), une t(8;21)(q22;q22) 
(n = 3) ou une inv(16)(p13q22) (n = 3). Une hétérogénéité d’expression est notée. ACTB 
sert de contrôle interne de la RT-PCR. (D) Expression de CLCA2 dans les cellules 
mononuclées de la moelle osseuse du patient avec la t(1;21)(p22;q22). Une forte 
expression de CLCA2 est détectée. Un échantillon de moelle osseuse normale et un 
échantillon de sang périphérique provenant d’un donneur normal servent de contrôle 
d’expression dans les tissus hématopoïétiques sains alors que ACTB sert de contrôle 
interne de la RT-PCR. 
 
Finalement, nous nous sommes intéressés à l’expression de CLCA2 dans les cellules 
mononuclées de la moelle osseuse du patient avec la t(1;21)(p22;q22). Sachant que 
RUNX1 est un gène fortement exprimé dans les tissus hématopoïétiques, nous avons 
émis l’hypothèse que l’expression de CLCA2 pourrait être augmentée dans les cellules 
avec t(1;21)(p22;q22) suite au déplacement des séquences de CLCA2 devant RUNX1. 
Pour ce faire, l’ensemble « OneStep RT-PCR kit » de Qiagen et les amorces 
CLCA2_ex8F et CLCA2_ex10R ont été utilisés. Des échantillons de moelle osseuse 
normale et de sang périphérique normal ont servi de contrôle d’expression dans les tissus 
sains. La lignée MCF10A a été utilisée en guise de contrôle positif d’expression. Une 
forte expression de CLCA2 a été observée dans les cellules avec la t(1;21)(p22;q22) et 
ce, à un niveau comparable à l’expression visualisée dans le contrôle positif (Fig. 4.7D). 
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L’expression détectée était nettement plus forte dans les cellules avec la translocation 
que dans les cellules normales de la moelle osseuse et du sang périphérique, suggérant 
une surexpression de CLCA2 dans ces cellules. Notons toutefois que cette forte 
expression de CLCA2 ne se traduit probablement pas par une activation de l’expression 
protéique, en raison du décalage du cadre de lecture apparaissant lors de la fusion des 
séquences de CLCA2 à RUNX1.  
 
Cette surexpression de CLCA2 pourrait découler d’une augmentation de l’expression de 
l’allèle RUNX1-CLCA2 laquelle est dorénavant sous le contrôle du promoteur de 
RUNX1 ou pourrait provenir d’une augmentation de l’expression de l’allèle normal de 
CLCA2. En effet, si CLCA2 est un gène suppresseur de tumeur, il est plausible que son 
expression soit fortement régulée et que l’altération d’une copie de ce gène puisse 
engendrer des mécanismes positifs de régulation menant à une augmentation de 
l’expression de l’allèle normal. En raison d’une quantité limitée de matériel, ces 
hypothèses n’ont pas été testées davantage à l’aide de qRT-PCR.  
 
4.6 Mécanismes de leucémogenèse proposés pour la fusion 
RUNX1-CLCA2 
La fusion RUNX1-CLCA2 est particulière dans le sens qu’elle ne résulte pas en la 
création de protéines chimériques de fusion, mais en la production d’isoformes 
tronquées de RUNX1. Ces isoformes tronquées sont très peu connues et étudiées sur le 
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plan fonctionnel, en raison du petit nombre d’anomalies 21q22 produisant ce type de 
protéines RUNX1 plus courtes n’arborant que le domaine RHD. À ce jour, neuf 
translocations sont dites « out-of-frame » et mènent uniquement à la production de 
protéines RUNX1 tronquées. Mentionnons la translocation récurrente t(3;21)(q26;q22) 
des t-SMD/LAM qui fusionne RUNX1 et RPL22/EAP (Zent et al., 1996a) et d’autres 
translocations plus rares dont la t(4;21)(q28;q22), la t(12;21)(q12;q22), la 
t(19;21)(q13;q22) et la t(1;21)(p22;q22) présentée ici, impliquant respectivement les 
gènes FGA7, CPNE8, AMP19 et CLCA2 (Table 4.3) (Hromas et al., 2001; Ramsey et al., 
2003; Mikhail et al., 2004; Agerstam et al., 2007; Giguere and Hebert 2010). Avec 
l’avènement des technologies de séquençage de nouvelle génération, des fusions de 
RUNX1 avec de l’ADN génomique (5q13.3, 9q34.4, 10q22.1, 17q21) ont aussi été 
récemment décrites, étant également incluses dans cette catégorie de fusions « out-of-
frame » capables de produire des protéines RUNX1 tronquées (Agerstam et al., 2007; 
Grossmann et al., 2011b). Enfin, les protéines tronquées peuvent aussi co-exister avec 
des protéines chimériques de fusion, tel que vu lors de la t(8;21)(q22;q22) des LAM 
(Table 4.3) (Sakai et al., 2005; Hazourli et al., 2006; Stevens-Kroef et al., 2006; Chinen 
et al., 2008; LaFiura et al., 2008; Dai et al., 2009). 
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Type de fusion Translocation Fusion Maladie associée Point de cassure 
dans RUNX1
Référence
t(1;21)(p22;q22) RUNX1-CLCA2 t-LAM ex 5 et 6 (intron 6*) Cas présent; Giguere 
and Hebert, 2010
t(3;21)(q26;q22) RUNX1-RPL22/EAP t-SMD/LAM ex 6 (intron 6*) Zent et al., 1996a
t(4;21)(q28;q22) RUNX1-FGA7 LAL-T de novo ex 5 et 6 (intron 6*) Mikhail et al., 2004
t(5;21)(q13.3;q22) chr5-RUNX1 LMMC intron 1 Grossmann et al., 2011
t(9;21)(q34.3;q22) RUNX1- chr9 Transformation aiguë        
d'une NMP
ex 4 (intron 4*) Agerstam et al., 2007
t(10;21)(q22.1;q22) RUNX1-chr10 LAM M3v intron 6 Grossmann et al., 2011
t(12;21)(q12;q22) RUNX1-CPNE8 t-LAM ex 6 (intron 6*) Ramsey et al., 2003
t(17;21)(q21;q22) chr17-RUNX1 LAM M1 intron 6 Grossmann et al., 2011
t(19;21)(q13;q22) RUNX1-AMP19 t-LAM ex 5 et 6 (intron 6*) Hromas et al., 2001
LAM M4 de novo ex 6 (intron 6*) Sakai et al., 2005
t-LAM ex 6 (intron 6*) Stevens-Kroef et al., 
2006
LMC-PB ex 5 et 6 (intron 6*) Hazourli et al., 2006
t(2;21)(q11;q22) RUNX1-LAF4 LAL-T de novo intron 7 Chinen et al., 2008
t(8;21)(q22;q22) RUNX1-RUNX1T1 LAM de l'enfant intron 5** LaFiura et al., 2008
t(11;21)(q12;q22) RUNX1-LPXN LAM M2 de novo ex 5 et 6 (intron 6*) Dai et al., 2009
RUNX1-PRDM16t(1;21)(p36;q22)
Transcrits    "out-
of-frame" 
uniquement
Co-expression 
des transcrits "in-
frame" et "out-of-
frame"
 
Table 4.3. Translocations menant à l’expression de protéines tronquées de RUNX1 
« out-of-frame » ou à la co-expression de protéines tronquées et de protéines 
chimériques de RUNX1 « in-frame et out-of-frame ». t-, secondaire à un traitement 
antérieur ; LAM, leucémie aiguë myéloïde ; SMD, syndrome myélodysplasique ; LAL-
T, leucémie aiguë lymphoblastique de la lignée T ; NMP, néoplasie myéloproliférative ; 
chr, chromosome ; LMC, leucémie myéloïde chronique ; ex, exon ; *, point de cassure 
prédit ; **différents exons de RUNX1 (1, 2, 3, 4 et 5) sont fusionnés aux séquences de 
RUNX1T1, représentant plus probablement des variants d’épissage que de nouveaux 
points de cassure. 
 
Une fonction similaire à celle de l’isoforme RUNX1a qui n’exprime que le domaine 
RHD a été proposée pour ces protéines tronquées anormales de RUNX1 (Miyoshi et al., 
1995). Dû à l’absence du domaine TAD/ID dans cette courte forme, RUNX1a ne 
possède pas de potentiel de transactivation intrinsèque (Tanaka et al., 1995; Liu et al., 
2009). Toutefois, RUNX1a possède une capacité de liaison plus forte que RUNX1b au 
niveau de ses séquences consensus lorsque l’isoforme est exprimée dans des cellules 
rénales de singe (COS-7 ou CV-1). Cette isoforme est aussi capable de réduire de façon 
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importante la transactivation dépendante de RUNX1b (Tanaka et al., 1995; Liu et al., 
2009). Il a été démontré que la surexpression de RUNX1a inhibe la différenciation 
terminale des cellules myéloïdes de souris 32Dcl3, malgré une stimulation de la 
différenciation par le facteur de croissance G-CSF lequel permet normalement une 
maturation des granulocytes (Tanaka et al., 1995). De façon intéressante, il a été 
démontré que l’expression de RUNX1a dans les cellules de sang de cordon humain, à 
l’aide de lentivirus, augmente la proportion des cellules hématopoïétiques CD34+/CD38-
(Tsuzuki et al., 2007). Une sureprésentation du compartiment myéloïde est aussi 
observée suite à une expression rétrovirale de RUNX1a dans les cellules de moelle 
osseuse totale de souris (Tsuzuki et al., 2007). En fait, ces études ont permis de clarifier 
que RUNX1a n’engendrait pas de blocage de la maturation granulocytaire, mais qu’il 
retardait ce processus afin de favoriser la prolifération des progéniteurs et des cellules 
plus primitives. De plus, cette équipe a proposé que l’expression normale de cette courte 
forme, tel qu’étudié par RT-PCR dans des cellules humaines de sang de cordon, était 
seulement observée dans la population cellulaire CD34+ par rapport aux formes 
RUNX1b/c lesquelles s’exprimaient dans les progéniteurs CD34+ et dans les cellules 
myélomonocytaires CD15+ (Tsuzuki et al., 2007). Une expression augmentée de 
RUNX1a a notamment été rapportée dans une série de patients atteints de LAM avec 
maturation sans t(8;21)(q22;q22) et de LAL (Tanaka et al., 1995; Liu et al., 2009). 
L’expression de RUNX1a peut aussi mener à l’apparition de leucémies 
lymphoblastiques, et ce, après un long temps de latence lorsque transplantées dans des 
souris ayant au préalable subies une irradiation pancorporelle totale. Ces résultats 
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suggèrent que cette isoforme puisse jouer un rôle important lors du développement 
hématopoïétique (Tanaka et al., 1995; Liu et al., 2009). 
 
D’autres études co-exprimant le gène RUNX1b avec certains gènes de fusion « out-of-
frame » dont RUNX1-RPL22/EAP, RUNX1-AMP19, RUNX1-CPNE8 ou RUNX1-LPXN 
dans des lignées cellulaires variées (Rat1A, 293T ou NIH3T3) ont révélé que 
l’expression de protéines tronquées mène à une réduction de la capacité de 
transactivation du CBF au niveau de certains promoteurs myéloïdes tel que CSF1R 
(Zent et al., 1996b; Hromas et al., 2001; Ramsey et al., 2003). Dernièrement, il a été 
démontré que la chimère RUNX1-LPXN et le produit tronqué « out-of-frame » de cette 
même fusion peuvent tous deux lier les séquences consensus de RUNX1 et entrer en 
compétition avec RUNX1 sauvage pour ses sites de liaison (Dai et al., 2009). Vu le 
parallèle intéressant entre RUNX1a et les isoformes tronquées, il nous est possible de 
proposer que les produits tronqués décrits dans ce chapitre puissent aussi entrer en 
compétition avec RUNX1 sauvage pour la liaison aux sites consensus, produisant une 
altération du réseau transcriptionnel de RUNX1. Ces protéines tronquées pourraient 
également agir de façon similaire à RUNX1a en augmentant la prolifération et la 
fréquence des cellules plus immatures, altérant ainsi la balance entre la différenciation et 
l’auto-renouvellement, deux processus clés dérégulés dans les leucémies. 
 
Enfin, l’haploinsuffisance de RUNX1 et/ou de CLCA2 est un autre mécanisme 
pathogénique potentiellement important de cette fusion. Notamment, l’haploinsuffisance 
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de RUNX1 est associée à une prédisposition aux LAM et cette association est supportée 
par des modèles murins expérimentaux et par l’étude des profils de mutations lors de la 
progression en LAM de patients FPD (Yamashita et al., 2005; Preudhomme et al., 
2009). L’association entre l’haploinsuffisance de CLCA2 et le cancer est certes, 
beaucoup moins claire. En raison de la fonction suppresseur de tumeur qui lui est 
associée dans les cancers du sein, il est intéressant de penser qu’une même fonction 
puisse être impliquée dans les cancers hématologiques. Les délétions de ce locus 
rapportées dans le lymphome du manteau témoignent en faveur de ce rôle (Balakrishnan 
et al., 2006). Ainsi, l’haploinsuffisance de CLCA2 dans les cellules avec 
t(1;21)(p22;q22) pourrait mener à un avantage de survie en favorisant une prolifération 
excessive et non contrôlée des cellules leucémiques. 
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CHAPITRE 5 
5. Étude de la t(8;21)(q23.3;q22)  
5.1 Paramètres cliniques cas 10H006 
En mai 2008, nous avons reçu à la BCLQ les échantillons de moelle osseuse et de sang 
périphérique d’un sujet de sexe féminin âgé de 57 ans. La patiente présentait des 
antécédents de neutropénie isolée depuis 2007. Une formule sanguine complète a 
démontré un faible décompte de leucocytes de 0,9 x109/L avec 5 % de blastes au frottis 
sanguin, une thrombopénie (34 x109/L) et de l’anémie (hémoglobine à 93 g/L ; valeur 
normale pour la femme dans notre laboratoire : 118 à 158 g/L). La moelle osseuse 
démontrait une absence de mégacaryocytes et la présence de 62 % de blastes positifs 
pour les antigènes CD117, CD33 et CD13. Une expression aberrante du marqueur CD7 
était aussi notée. Un diagnostic de LAM M0 a été établi selon les critères de la 
classification du WHO (Swerdlow et al., 2008). Le caryotype des cellules médullaires 
était normal dans les 20 métaphases analysées. Une analyse par FISH, à l’aide de la 
sonde RUNX1-RUNX1T1, a été effectuée rétrospectivement sur ces cellules. Aucun 
réarrangement du gène RUNX1 n’a été observé, cependant une trisomie 8 a été détectée 
dans 13 % des cellules à l’aide d’une sonde centromérique pour le chromosome 8 
(CEP8).  
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En juin 2008, la patiente a reçu un premier cycle de chimiothérapie d’induction composé 
de 7 jours de cytarabine et de 3 jours d’idarubicine (inhibiteur de la TOP2). 
Malheureusement, la patiente a développé de sévères complications (insuffisance 
cardiaque et infection pulmonaire fongique) empêchant l’administration d’autres cycles 
de chimiothérapie. Malgré l’arrêt des traitements, une formule sanguine démontrait, en 
octobre 2008, des valeurs normales de leucocytes (6,2 x109/L), de plaquettes 
(254 x109/L) et d’hémoglobine (130 g/L).  
 
En janvier 2010, une formule sanguine complète a démontré un faible décompte de 
leucocytes de 1,0 x109/L avec 20 % de blastes, une thrombopénie (plaquettes à 
47 x109/L) et de l’anémie (hémoglobine à 88 g/L). L’analyse de l’aspiration médullaire 
révélait une nette diminution des mégacaryocytes, un arrêt de maturation myéloïde et 
une dysplasie de la lignée érythroïde. Une infiltration de la moelle osseuse par 26 % de 
cellules blastiques ayant les mêmes caractéristiques morphologiques qu’au diagnostic et 
positives pour les antigènes HLA-DR, CD34, CD117 et CD13 a été observée, suggérant 
une rechute de la LAM. Une LAM reliée à la chimiothérapie reçue antérieurement n’est 
toutefois pas exclue. L’analyse caryotypique de ces cellules médullaires a montré une 
formule chromosomique anormale avec une délétion terminale au niveau du bras long 
du chromosome 7 et une translocation entre les bras longs des chromosomes 8 et 21 : 
46,XX,del(7)(q22),t(8;21)(q23.3;q22)[19]/46,XX[1] (Fig. 5.1A). En raison de la 
condition générale de la patiente, une thérapie à visée palliative a été instaurée et la 
patiente est décédée en mai 2010.  
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Figure 5.1. Analyse cytogénétique des cellules mononuclées de la moelle osseuse du 
spécimen de leucémie myéloïde aiguë en rechute présentant la t(8;21)(q23.3;q22). 
(A) Caryotype en bandes G et partiel montrant des chromosomes 8 et 21 normaux et des 
chromosomes dérivés 8 [der(8)] et 21 [der(21)] résultant d’une t(8;21)(q23.3;q22). (B) 
Hybridation de la sonde RUNX1-RUNX1T1 sur les chromosomes métaphasiques du 
spécimen présentant la t(8;21)(q23.3;q22). Deux signaux rouges (RUNX1T1 ; 8q22), 
localisés sur les deux chromosomes 8 (normal et dérivé ; flèches blanches) et trois 
signaux verts (RUNX1 ; 21q22), visualisés sur le chromosome 21 normal et sur les deux 
chromosomes der(8) et der(21) (têtes de flèches blanches), sont représentés. Ce profil 
d’hybridation à trois signaux verts suggère une cassure localisée au niveau du locus de 
RUNX1. 
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5.2 Analyse cytogénétique  
5.2.1 Identification du point de cassure sur le gène RUNX1 et étude du 
gène partenaire 
Afin de confirmer l’implication de RUNX1 dans cette translocation, une technique de 
FISH a été réalisée par le personnel de la BCLQ à l’aide de la sonde RUNX1-
RUNX1T1. Un réarrangement de RUNX1 a été détecté dans 83 % des cellules avec 
t(8;21)(q23.3;q22). Deux signaux rouges, correspondant aux deux copies normales du 
gène RUNX1T1, ont été observés sur le chromosome 8 normal et sur le chromosome 
dérivé 8 [der(8)]. Toutefois, trois signaux verts, localisés respectivement sur le 
chromosome 21 normal et sur les chromosomes dérivés 21 [der(21)] et der(8) ont été 
visualisés, indiquant la présence d’une cassure localisée au sein du locus de RUNX1 
(Fig. 5.1B). Aucun signal de fusion n’a été détecté, indiquant l’absence d’une fusion 
RUNX1-RUNX1T1 sur le der(8). Ces résultats d’hybridation suggéraient également 
l’absence de trisomie 8 dans ces cellules. Selon la position des signaux sur le der(8), un 
partenaire de fusion localisé en position télomérique par rapport à RUNX1T1 (bande 
chromosomique 8q22) a été proposé. Deux gènes correspondant à ce critère avaient déjà 
été rapportés dans la littérature comme un partenaire de fusion de RUNX1 : 
ZFPM2/FOG2 (localisé à la bande 8q23.1) et TRPS1 (localisé à la bande 8q23.3). Le 
gène TRPS1, étant le plus télomérique, a été sélectionné comme candidat pour les 
analyses de PCR. 
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5.3 Identification des transcrits des fusions RUNX1-TRPS1 et 
TRPS1-RUNX1 
5.3.1 Identification du gène partenaire de la t(8;21)(q23.3;q22), TRPS1, 
et analyse des transcrits de la fusion principale RUNX1-TRPS1 
Le gène TRPS1 a été décrit pour la première fois comme partenaire de fusion de RUNX1 
dans un cas de LAM en rechute avec une t(8;21)(q24;q22) (Asou et al., 2007). La 
caractérisation moléculaire de cette fusion a permis de révéler la présence de transcrits 
RUNX1-TRPS1 fusionnant les exons 5 ou 6 de RUNX1 avec l’exon 3 de TRPS1 (Asou et 
al., 2007). Aucun transcrit réciproque n’a été détecté dans ce cas. Basé sur la description 
moléculaire de ces transcrits, nous avons sélectionné différentes combinaisons 
d’amorces ciblant la jonction des exons 4 et 5 de RUNX1 (RUNX1_4,5F) et les exons 3 
et 4 de TRPS1 (TRPS1_3R, TRPS1_4R) (Table 2.5). Des RT-PCR ont été réalisées, à 
l’aide de l’ensemble « OneStep RT-PCR kit » de Qiagen sur les ARN totaux extraits de 
trois spécimens incluant le cas avec la t(8;21)(q23.3;q22), un cas de 
t(8;21)(q22;q22)/fusion RUNX1-RUNX1T1 et la lignée Kasumi-1/fusion RUNX1-
RUNX1T1. Les conditions suivantes ont été utilisées : 35 cycles de dénaturation à 94oC 
pendant 30 secondes, d’hybridation à 60oC pendant 30 secondes et d’extension à 72oC 
pendant une minute. 
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Au moins deux bandes ont été visualisées par cette méthode (T1, 641 pb ; T2, 449 pb) 
dans les cellules de la LAM en rechute avec t(8;21)(q23.3;q22), suggérant l’existence de 
possibles transcrits de fusion RUNX1-TRPS1 (Fig. 5.2A, puit 3 versus puits 4-5). Le 
séquençage de ces produits a confirmé la présence de deux transcrits respectant le cadre 
de lecture et fusionnant l’exon 5 ou 6 de RUNX1 et l’exon 3 de TRPS1 (Figs. 5.2B-
5.2C).  
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Figure 5.2. Étude moléculaire des transcrits des fusions RUNX1-TRPS1 et TRPS1-
RUNX1. (A) Gel de bromure d’éthidium montrant l’amplification de deux transcrits de 
la fusion RUNX1-TRPS1 (T1, 641 pb ; T2, 449 pb) (flèches blanches) et de deux 
transcrits de la fusion réciproque TRPS1-RUNX1 (T3, 641 pb ; T4, 483 pb) (flèches 
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blanches) par RT-PCR à partir des cellules mononuclées de la patiente présentant la 
t(8;21)(q23.3;q22). M, marqueur moléculaire de 1 kb. Puit 1, contrôle négatif sans 
ARN ; puit 2, contrôle positif d’expression correspondant à l’amplification partielle des 
exons 4 et 5 de la bêta-actine (ACTB) (puit 2 ; 192 pb) ; puits 3 et 6, cellules de la 
patiente avec la t(8;21)(q23.3;q22) ; puits 4 et 7, cellules du spécimen avec une 
t(8;21)(q22;q22)/fusion RUNX1-RUNX1T1 ; puits 5 et 8, cellules de la lignée Kasumi-
1/fusion RUNX1-RUNX1T1. (B) Représentation schématique des deux transcrits 
RUNX1-TRPS1 (T1 et T2) et des deux transcrits réciproques TRPS1-RUNX1 (T3 et T4). 
Les boîtes bleues et vertes représentent respectivement les exons codants de RUNX1 et 
de TRPS1. Les sites possibles d’initiation de la traduction de RUNX1 et de TRPS1 
(flèches noires) et la séquence en acides aminés traduite à partir de ces sites sont 
indiqués. (C) Séquences partielles des transcrits de fusion RUNX1-TRPS1 (T1) et 
TRPS1-RUNX1 (T3). Les points de cassure sont indiqués par une flèche. Les séquences 
du gène RUNX1 sont représentées en gras. Une déduction des acides aminés codés par 
chacun de ces transcrits est représentée. (D) Représentation schématique des protéines 
sauvages RUNX1 et TRPS1 ainsi que des protéines chimériques RUNX1-TRPS1 et 
TRPS1-RUNX1 prédites. Les flèches montrent des points de cassure après l’exon 6 de 
RUNX1 et avant l’exon 3 de TRPS1. RHD, « Runt homology domain » ; TAD/ID, 
domaine de régulation transcriptionnelle ; ZF, motif en doigt de zinc ; GATA, motif en 
doigt de zinc GATA ; Ikaros-like, double motif en doigt de zinc « Ikaros-like ». 
 
5.3.2 Analyse des transcrits de la fusion réciproque TRPS1-RUNX1 
L’amplification des transcrits de la fusion réciproque a été réalisée à l’aide de 
l’ensemble « OneStep RT-PCR kit » de Qiagen et d’amorces localisées dans l’exon 1 de 
TRPS1 (TRPS1_1F) et dans l’exon 8 de RUNX1 (RUNX1_8R) (Table 2.5). Deux bandes 
ont été spécifiquement détectées dans les cellules présentant la t(8;21)(q23.3;q22) (T3, 
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641 pb ; T4, 483 pb) (Fig. 5.2A, puit 6). Le séquençage de ces produits a révélé 
l’existence de deux transcrits de fusion réciproque TRPS1-RUNX1 respectant le cadre de 
lecture lesquels fusionnent soit l’exon 1 ou 2 de TRPS1 et l’exon 7 de RUNX1 (Figs. 
5.2B-5.2C). L’épissage alternatif de l’exon 2 de TRPS1 est un évènement rapporté dans 
les séquences sauvages du gène et ne représente possiblement pas en soi un évènement 
relié à la leucémogenèse, au même titre que l’épissage de l’exon 6 de RUNX1 
précédemment rapporté (Chang et al., 2002). 
 
Des protéines RUNX1-TRPS1 prédites devraient être exprimées dans les cellules de la 
LAM en rechute avec la t(8;21)(q23.3;q22) puisque les deux transcrits de la fusion 
principale, T1 et T2, respectent le cadre de lecture. Ces protéines chimériques présumées 
expriment le domaine RHD de RUNX1 de même que les deux domaines GATA et 
IKAROS-like de TRPS1 (Fig. 5.2D). L’épissage de l’exon 6 de RUNX1 dans le transcrit 
T2 engendre la perte des cinq derniers acides aminés du domaine RHD, tel que décrit 
pour les fusions RUNX1-USP42 et RUNX1-CLCA2. Des protéines TRPS1-RUNX1 
prédites exprimant le TAD/ID de RUNX1 sont aussi probablement exprimées suite à la 
traduction du transcrit réciproque T3. Il est à noter que le site d’initiation de la 
traduction respectant la séquence Kozak est localisé dans l’exon 3 de TRPS1, mais un 
site d’initiation alternatif de la traduction est décrit dans l’exon 2. Ainsi, le transcrit 
réciproque T4, lequel résulte d’un épissage alternatif de l’exon 2 de TRPS1, forme plutôt 
des protéines tronquées de RUNX1 traduites à partir de sites alternatifs d’initiation de la 
traduction retrouvés dans les exons 7 et 8 de RUNX1 (Figs. 5.2B ; 5.2D).  
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5.4 Identification des jonctions génomiques des fusions 
RUNX1-TRPS1 et TRPS1-RUNX1 
5.4.1 Analyse des jonctions génomiques des fusions RUNX1-TRPS1 et 
TRPS1-RUNX1 
Les transcrits T1 et T2 identifiés dans les cellules du cas présentant la t(8;21)(q23.3;q22) 
fusionnent l’exon 5 ou 6 de RUNX1 avec l’exon 3 de TRPS1 suggérant l’existence de 
points de cassures de l’ADN génomique dans l’intron 6 de RUNX1 (34,95 kb) et dans 
l’intron 2 de TRPS1 (3,54 kb). À l’aide de l’ensemble de PCR à haute fidélité « Taq 
Platinum Polymerase High fidelity » de Invitrogen et de plusieurs combinaisons 
d’amorces, nous avons spécifiquement identifié les jonctions génomiques des fusions 
RUNX1-TRPS1 et TRPS1-RUNX1. Différentes conditions ont été testées jusqu’à 
l’obtention de produits spécifiques amplifiés à l’aide d’amorces sens localisées dans 
l’intron 6 de RUNX1 (RUNX1_int6_1F ou RUNX1_int6_2F) et anti-sens localisées dans 
l’intron 2 de TRPS1 (TRPS1_int2_R) pour la fusion principale et d’amorces sens 
localisées dans l’intron 2 de TRPS1 (TRPS1_int2_F1 ou TRPS1_int2_F2) et anti-sens 
localisées dans l’intron 6 de RUNX1 (RUNX1_int6_R1 ou RUNX1_int6_R2) pour la 
fusion réciproque (Fig. 5.3, table 2.4). Les conditions suivantes d’amplification ont été 
utilisées : 35 cycles de dénaturation à 94oC pendant 30 secondes, d’hybridation à 60oC 
pendant 30 secondes et d’extension à 68oC pendant 3 minutes. 
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Figure 5.3. Gel de bromure d’éthidium montrant les produits d’amplification 
correspondant aux jonctions génomiques des fusions RUNX1-TRPS1 et TRPS1-
RUNX1. C+, amplification partielle de 748 paires de base (pb) de l’intron 7 de RUNX1. 
C-, contrôle négatif sans ARN. Puit 1, amplification de la jonction de la fusion RUNX1-
TRPS1 à partir de l’ADN isolé des cellules mononuclées du spécimen présentant la 
t(8;21)(q23.3;q22) et des amorces RUNX1_int6_2F et TRPS1_int2_R. Puit 2, absence 
d’amplification d’une jonction RUNX1-TRPS1 dans les cellules de la lignée REH, à 
l’aide des amorces RUNX1_int6_2F et TRPS1_int2_R. Puit 3, amplification de la 
jonction de la fusion TRPS1-RUNX1 dans les cellules présentant la t(8;21)(q23.3;q22), à 
l’aide des amorces TRPS1_int2_F2 et RUNX1_int6_R2. Puit 4, absence d’amplification 
d’une jonction de la fusion TRPS1-RUNX1 dans les cellules de la lignée REH, à l’aide 
des amorces TRPS1_int2_F2 et RUNX1_int6_R2. 
 
Le séquençage a montré des points de cassures localisés dans l’intron 6 de RUNX1 
(chr21:36178172-36178175) et dans l’intron 2 de TRPS1 (chr8:116633346-116633349) 
pour la fusion principale RUNX1-TRPS1 exprimée par le der(21) (Fig. 5.4A). Des points 
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de cassures identiques localisés dans l’intron 2 de TRPS1 (chr8:116633346-116633349) 
et dans l’intron 6 de RUNX1 (chr21:36178172-36178175) ont été identifiés par 
séquençage pour la fusion réciproque TRPS1-RUNX1 exprimée par le der(8) (Fig. 5.4B). 
Notamment, une séquence identique de 3 nucléotides [5’-TTA-3’] a été retrouvée à la 
jonction des deux fusions, empêchant l’identification du point de cassure précis pour 
chacune d’elle. Ces nucléotides sont normalement présents dans la séquence sauvage des 
deux gènes RUNX1 et TRPS1 et ont possiblement servi de microhomologie lors de 
l’alignement et de la recombinaison erronée des deux extrémités non identiques. Enfin, 
le partage d’une microhomologie TTA entre les deux fusions permet la conservation des 
séquences complètes et la création de jonctions dites parfaites, sans ajout ni perte de 
séquence. Cette jonction est donc balancée sur le plan génomique (Fig. 5.4C). 
 
 
  
 
205
Figure 5.4. Analyse des points de cassures génomiques des fusions RUNX1-TRPS1 
et TRPS1-RUNX1. (A) Séquence partielle d’ADN de la fusion RUNX1-TRPS1 montrant 
un point de cassure génomique localisé dans l’intron 6 de RUNX1 et dans l’intron 2 de 
TRPS1. Une microhomologie de trois nucléotides (TTA ; en gras) est identifiée 
directement à la jonction de la fusion principale. Une flèche indique le point de cassure 
et les lignes verticales indiquent l’homologie entre les séquences. (B) Séquence partielle 
d’ADN de la fusion TRPS1-RUNX1 montrant un point de cassure génomique localisé 
dans l’intron 2 de TRPS1 et dans l’intron 6 de RUNX1. Une microhomologie de trois 
nucléotides (TTA ; en gras) est identifiée au point de cassure de la fusion réciproque. 
Une flèche indique le point de cassure et les lignes verticales indiquent l’homologie 
entre les séquences. (C) Séquences partielles de l’ADN adjacent au point de cassure des 
deux fusions RUNX1-TRPS1 et TRPS1-RUNX1. Un alignement des 50 nucléotides 
présents de part et d’autre des points de cassure des fusions RUNX1-TRPS1 et TRPS1-
RUNX1 et des 50 nucléotides des séquences endogènes de l’intron 6 de RUNX1 et de 
l’intron 2 de TRPS1 (tirées du « UCSC genome browser » version GRCh37/hg19) est 
montré. L’homologie des séquences est soulignée (22/50 nucléotides d’homologie). La 
flèche indique les points de cassures des deux fusions.  
 
À l’aide de l’outil bioinformatique RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org) et avec 
la méthode décrite à la section 3.4.1, nous avons vérifié la présence d’éléments 
caractéristiques de certains mécanismes de recombinaison de l’ADN dans les séquences 
adjacentes aux points de cassures des deux fusions. Puisqu’aucune variation n’a été 
détectée entre les séquences des fusions et les séquences endogènes tirées du site 
« UCSC genome browser » version GRCh37/hg19, ces dernières ont été utilisées pour la 
recherche de site consensus de la TOP2 et de la DNase I (séquence consensus : 
  
 
206
GGNTAARYRYTYATCC) et pour la recherche d’éléments répétés et de séquences 
RSS (Baum and Giles 1986; Spitzner and Muller 1988; Aplan et al., 1996). 
 
L’analyse des séquences adjacentes au point de cassure de la fusion réciproque TRPS1-
RUNX1 a permis l’identification de deux motifs de 26 pb hautement conservés des 
éléments de type ALU de part et d’autre de cette jonction (5’-
CCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGC ou le complément inverse 3’-
GCCTCCCAAAGTGCTGGGATTACAGG). Ces deux séquences ont été retrouvées 
respectivement à environ 561 pb devant le point de cassure (chr8:116633881-
116633906 ; hit : 26/26 pb ; 100 % d’identité) et à approximativement 872 pb après la 
cassure (chr21:36177303-36177328 ; hit : 25/26 pb ; 97 % d’identité). Il est également 
intéressant de noter que 22 des 50 nucléotides adjacents aux points de cassures des deux 
fusions sont homologues (44 % d’homologie) (Fig. 5.4C). Cette homologie passe à 83 % 
au niveau des 12 nucléotides adjacents aux jonctions, nous permettant de croire que cette 
similitude entre les deux extrémités non identiques pourrait également contribuer à 
l’appariement erroné et à la recombinaison de ces extrémités (Fig. 5.4C).  
 
Cette séquence de 26 pb, représentant un motif central des éléments répétés de la famille 
ALU, a été décrite comme un site particulièrement sensible à la recombinaison (Rudiger 
et al., 1995; Hasan et al., 2010). Les éléments ALU n’ont été que très rarement discutés 
dans la genèse des translocations RUNX1 (Nguyen et al., 2006). Toutefois, ils ont été 
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décrits lors des duplications en tandem des gènes MLL et MYB identifiées 
respectivement dans les LAM et dans les LAL de la lignée T (Strout et al., 1998; O'Neil 
et al., 2007). Dernièrement, un tel motif a été identifié dans le BCR de l’intron 2 de 
RARA près de plusieurs points de cassures identifiés chez des patients atteints LPA de 
novo ou de LPA secondaire à une thérapie antérieure, les incriminant ainsi dans la 
genèse de ces réarrangements (Hasan et al., 2010). Puisque ces sites ont été observés à 
moins de 1 kb de distance, et ce, de part et d’autre du point de cassure de la fusion 
réciproque TRPS1-RUNX1, ils pourraient être impliqués dans la genèse de la 
t(8;21)(q23.3;q22) étudiée ici. Cependant, il est important de se rappeler que pour 
qu’une recombinaison homologue puisse survenir, une homologie d’environ 200 pb est 
requise au point de cassure (Rubnitz and Subramani 1984), supportant plutôt qu’une 
recombinaison de type NHEJ soit le mécanisme le plus probable à l’origine de cette 
translocation.  
 
Puisque le traitement de la patiente incluait de l’idarubicine, un inhibiteur de la TOP2, 
une recherche permettant l’identification de sites in vitro de clivage de l’enzyme a été 
réalisée. Deux sites consensus in vitro de la TOP2 ont été identifiés dans l’intron 6 de 
RUNX1 environ 6,7 kb avant le point de cassure (chr21:36184900-36184917 ; 
ATTACCAAGCGGTTTTGT) et environ 3 kb après le point de cassure 
(chr21:36175114-36175131 ; GTCATCCAGTTGGTTTAT). Toutefois, aucun site 
TOP2 n’a été identifié directement ou à proximité des points de cassures, ni dans l’intron 
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2 de TRPS1. Malgré que nous n’ayons pas réussi à identifier de tels sites au niveau des 
points de cassures ou à proximité de ceux-ci, la présence d’une microhomologie de 3 
nucléotides à la jonction de chacune des fusions et le balancement des jonctions 
suggèrent fortement que les TOP2 soient responsables de l’apparition des bris au niveau 
des séquences de RUNX1 et de TRPS1. Deux mécanismes sont alors possibles en tenant 
compte de la composition des jonctions : un échange entre deux sous-unités TOP2/ADN 
suivi d’une correction des mésappariements par le NHEJ (rôle direct des TOP2) ou une 
recombinaison de type NHEJ parfaite basée sur les 3 nucléotides homologues (rôle 
indirect des TOP2) (voir Fig. 9.2). Dans l’une ou l’autre des possibilités, le mécanisme 
non-homologue de type NHEJ est requis, établissant donc ce mode de recombinaison 
comme un élément central dans la genèse de cette t(8;21)(q23.3;q22). Une explication 
plus détaillée des mécanismes proposés sera fournie dans la discussion, à la section 8.3.  
 
5.4 TRPS1, un membre unique de la famille des facteurs de 
transcription GATA 
TRPS1 « tricho-rhino-phalangeal syndrome 1 » (aussi nommé GC79) est un gène 
localisé à la bande chromosomique 8q23.3 qui a été découvert grâce à l’étude des 
anomalies moléculaires responsables du syndrome tricho-rhino-phalangien (TRPS) 
(Momeni et al., 2000). Des mutations inactivatrices (« missense » et insertion 
« frameshift »), des délétions ainsi que des aberrations chromosomiques de la bande 
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8q23.3 ciblant ce gène TRPS1 ont été décrites dans le syndrome autosomal dominant 
héréditaire TRPS de type I lequel est caractérisé par des malformations craniofaciales, 
des anomalies squelettiques et de l’alopécie (Momeni et al., 2000; Piccione et al., 2009). 
Les syndromes de type II (Syndrome de Langer-Giedion) et de type III (Syndrome de 
Sugio-Kajii) ont par la suite été reconnus. Le TRPS de type II se distingue du type I par 
la présence d’un retard mental, d’exostoses multiples en plus des autres conditions du 
TRPS de type I chez le patient et est caractérisé, sur le plan moléculaire, par des 
mutations des gènes TRPS1 et EXT1. Le TRPS de type III se distingue par la présence 
d’un raccourcissement généralisé et sévère des phalanges et des métacarpes, par 
l’absence des caractéristiques du type II chez le patient et par des mutations plus 
spécifiques de l’exon 6 de TRPS1 codant pour le domaine GATA de la protéine (Fig. 
5.5).  
 
Il est intéressant de noter que TRPS1 s’exprime de façon ubiquitaire dans les tissus 
adultes, avec une expression beaucoup plus faible dans les mêmes tissus fœtaux. Chez le 
fœtus, l’expression la plus forte est décrite au jour E11.5 et corrèle avec les sites 
d’affectation chez l’humain du syndrome TRPS. Une forte expression de Trps1 est 
décrite dans l’os maxillaire, dans la mandibule et dans le museau des souris au jour 
E12.5. Au jour E12.5-13.5, une forte expression est aussi rapportée dans les phalanges et 
dans la tête fémorale de la hanche en développement puis dans les follicules pileux. Ces 
études d’expression supportent le fait que les caractéristiques cliniques du TRPS 
apparaissent très tôt et découlent probablement d’une haploinsuffisance de TRPS1 lors 
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des étapes de développement. Chez l’adulte, une forte expression est particulièrement 
décrite dans la glande mammaire, la prostate, les testicules et les ovaires tandis qu’une 
faible expression est notée dans le foie, le colon, le cœur, l’utérus et le cerveau (Chang et 
al., 2000). Dans les tissus hématopoïétiques, une expression est décrite dans les 
leucocytes, la rate et le thymus tandis qu’une plus faible expression de TRPS1 est décrite 
dans les ganglions et la moelle osseuse (Chang et al., 2000).  
 
 
Figure 5.5. Représentation schématique du gène TRPS1 et de la protéine TRPS1. La 
protéine de 1294 acides aminés se compose de six domaines en doigt de zinc (ZF), d’un 
domaine GATA, d’un signal de localisation nucléaire (NLS) et de deux motifs en doigt 
de zinc « IKAROS-like ». Les sites d’initiation de la traduction localisés dans l’exon 2 et 
dans l’exon 3 de TRPS1 sont représentés (flèches) ainsi que le début de la séquence 
protéique découlant des codons initiateurs ATG localisés dans ces exons. 
 
Le gène TRPS1 contient 7 exons (260 kb) codant pour un facteur de transcription 
nucléaire de la famille GATA (140 kDa) de 1294 acides aminés (site d’initiation de la 
traduction dans l’exon 2) ou de 1281 acides aminés (site d’initiation de la traduction 
dans l’exon 3) (Fig. 5.5). Lors de sa découverte, l’analyse prédictive de la structure de 
TRPS1 a révélé la présence de neuf motifs en doigt de zinc distribués tout au long de la 
protéine, permettant l’établissement d’une similarité unique avec la famille GATA et la 
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famille IKAROS. Les six premiers motifs de type doigt de zinc possèdent une structure 
C2H2, mais ne partagent pas de similitude significative avec d’autres protéines. TRPS1 
est composé d’un seul motif C4 homologue aux autres membres de la famille GATA 
(77 % d’homologie avec GATA1 à 6) suivi d’un signal NLS et de deux motifs 
terminaux C2H2 similaires aux deux doigts de zinc des facteurs de transcription de la 
famille IKAROS (55 % d’homologie) (Chang et al., 2000; Momeni et al., 2000). Le 
domaine GATA procure à TRPS1 une capacité de liaison à l’ADN au niveau des 
séquences consensus [A/T(GATA)A/G] (Malik et al., 2001). Les interactions protéines-
protéines, une capacité de dimérisation et un pouvoir répressif sont des fonctions reliées 
aux deux motifs « IKAROS-like » de TRPS1, permettant à cette protéine d’agir en tant 
que répresseur de l’activation transcriptionnelle dépendante de GATA (Malik et al., 
2001; van den Bemd et al., 2003). Comme la plupart des membres de la famille GATA, 
TRPS1 participe à la liaison de l’ADN et régule l’expression d’une variété de cibles, et 
ce, à l’intérieur de larges complexes multiprotéiques. 
 
5.5 Expression différentielle de l’allèle sauvage et de l’allèle 
réarrangé de TRPS1 
Puisque RUNX1 fusionne avec les séquences de TRPS1 les plaçant sous le contrôle de 
son promoteur, l’expression de TRPS1 est potentiellement augmentée. Afin d’évaluer 
l’expression différentielle des deux allèles de TRPS1 (sauvage et réarrangé), nous avons 
utilisé deux essais Taqman® ciblant respectivement la jonction des exons 2 et 3 de 
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TRPS1 (IR3039 ; allèle TRPS1 sauvage) et la jonction des exons 6 et 7 de TRPS1 
(IR3040.3 ; allèle TRPS1 réarrangé et allèle normal). Puisque la translocation engendre 
une dissociation des exons 2 et 3 de TRPS1, seul l’allèle sauvage sera amplifié avec 
l’essai spécifique à cette jonction, nous permettant de distinguer l’expression provenant 
de chaque allèle.  
 
L’ARN total extrait de sept spécimens de LAM incluant celui de la LAM en rechute 
présentant la t(8;21)(q23.3;q22) et de trois moelles normales de donneurs sains (Annexe, 
table 9.8), des « random primers » et l’ensemble « High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit » de ABI ont été utilisés afin de synthétiser les ADNc. Deux contrôles 
endogènes (TBP et HPRT) ont été évalués et le gène HPRT a été sélectionné pour 
l’analyse finale. Une moyenne des valeurs de RQ des trois moelles normales 
(SDmoy = 0,37 pour l’essai IR3039 et SDmoy = 0,83 pour l’essai IR3040.3) a servi de 
calibrateur pour cette étude (Table 2.7).  
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Figure 5.6. Expression différentielle des allèles de TRPS1. Une surexpression de 
l’allèle réarrangé de TRPS1 (essai Taqman localisé à la jonction des exons 6 et 7 ; 
colonne foncée) est observée dans les cellules mononuclées du spécimen présentant la 
t(8;21)(q23.3;q22) (échantillon 1) (RQt(8;21) = 10,45) par rapport à l’échantillon 
calibrateur (moyenne de trois moelles normales ; échantillon 5). L’allèle sauvage (essai 
Taqman localisé à la jonction des exons 2 et 3; colonne blanche) est également plus 
exprimé dans les cellules du spécimen présentant la t(8;21)(q23.3;q22) par rapport aux 
autres échantillons étudiés ayant un caryotype normal (échantillons 2, 3 et 4) 
(RQt(8;21) = 2,41). Le trait pointillé indique la valeur de 1 attribuée à l’échantillon 
calibrateur.  
 
L’analyse finale montre une surexpression de l’allèle TRPS1 réarrangé 
(RQt(8;21) = 10,45) par rapport à l’allèle TRPS1 sauvage (RQt(8;21) = 2,41) dans les 
cellules présentant la t(8;21)(q23.3;q22) (Fig. 5.6). Pour les trois autres échantillons de 
LAM étudiés, de très faibles valeurs d’expression ont été obtenues (RQ ≤ 0,8) 
concordant avec la littérature rapportant une faible expression de TRPS1 dans la moelle 
osseuse. De plus, ces résultats suggèrent que TRPS1 est faiblement exprimé ou est sous-
exprimé dans ces leucémies à caryotype normal par rapport à la moelle normale (Fig. 
5.6, échantillons 2-4). Les mêmes résultats ont été obtenus avec le second contrôle 
endogène TBP. Suite à cette translocation, les séquences de TRPS1 sont fusionnées à la 
région codante de RUNX1 et sont soumises au contrôle de son promoteur expliquant 
possiblement la surexpression de l’allèle réarrangé dans ces cellules. 
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L’activation transcriptionnelle du gène partenaire de RUNX1 est fréquemment rapportée 
dans les leucémies avec réarrangements de la bande 21q22 (Hazourli et al., 2006; 
Guastadisegni et al., 2010; Giguere and Hebert 2011). Ceci a été rapporté pour les allèles 
réarrangés de PRDM16, USP42, CBFA2T2, C20orf112 et maintenant TRPS1. La 
surexpression du gène et de la protéine TRPS1 a aussi été décrite dans les cancers du 
sein et dans certains cancers de la prostate dépendant ou non des androgènes (Chang et 
al., 2004; Radvanyi et al., 2005). Basé sur ces données, il a été proposé que 
l’augmentation d’expression de TRPS1 soit un évènement précoce dans le 
développement du cancer du sein et que cette protéine soit possiblement impliquée dans 
l’oncogenèse (Radvanyi et al., 2005).  
 
5.6 Mécanismes de leucémogenèse proposés pour la fusion 
RUNX1-TRPS1 
Les protéines chimériques de fusion RUNX1-TRPS1 prédites conservent le domaine 
RHD de RUNX1 et acquièrent les domaines GATA et « IKAROS-like » de TRPS1. Dû 
à la préservation de ces domaines, les chimères RUNX1-TRPS1 sont possiblement 
capables d’hétérodimérisation avec le CBFB et de liaison à l’ADN au niveau des sites 
consensus de RUNX1 et de GATA, permettant la dérégulation d’un nombre plus 
important et varié de cibles. En fait, cette interaction supposée entre l’ADN et la fusion 
RUNX1-TRPS1 a été démontrée par l’équipe de Asou et collaborateurs à l’aide de la 
technique EMSA « electrophoretic mobility shift assays » en utilisant des fragments 
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d’ADN contenant des sites consensus de liaison de RUNX1 et de GATA1 (Asou et al., 
2007).  
 
GATA1 est un facteur de transcription clé de l’hématopoïèse qui agit comme un 
régulateur essentiel de la lignée mégacaryocytaire et érythroïde et qui réalise diverses 
interactions afin de favoriser la différenciation de ces lignées. Par exemple, une 
interaction avec SPI1 est décrite afin de favoriser un engagement vers la voie 
mégacaryocytaire et érythroïde plutôt que vers la différenciation granulocytaire (Burda 
et al., 2010). Il a aussi été démontré que le domaine en doigt de zinc de la famille GATA 
de GATA1 interagisse avec le domaine RHD de RUNX1 afin de favoriser la 
différenciation des mégacaryocytes (Elagib et al., 2003; Xu et al., 2006). Une interaction 
entre les domaines GATA de TRPS1 et RHD de RUNX1 a aussi été confirmée par 
Assou et collaborateurs, à l’aide d’une technique d’immunoprécipitation (Asou et al., 
2007). La protéine RUNX1-TRPS1 acquiert aussi un potentiel de dimérisation conféré 
par le domaine « IKAROS-like » de TRPS1 (Asou et al., 2007). Ainsi, Asou et 
collaborateurs ont proposé que RUNX1-TRPS1 puisse compromettre les fonctions 
normales de RUNX1 et de GATA1 par une action dominante négative (compétition pour 
les sites de liaison à l’ADN), par une répression de la capacité transcriptionnelle de 
RUNX1 et de GATA1 (potentiel répresseur de TRPS1) et par la séquestration des 
protéines normales RUNX1 et GATA1 par la fusion (pouvoir de dimérisation), 
empêchant ainsi l’accomplissement des programmes transcriptionnels régulés par ces 
deux facteurs essentiels au bon fonctionnement de l’hématopoïèse normale (Asou et al., 
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2007). Il est donc possible de postuler que RUNX1-TRPS1 puisse agir tel un facteur de 
transcription aberrant. 
 
Puisque la chimère conserve le domaine RHD qui est responsable d’une interaction avec 
GATA1 et qu’une interaction entre le RHD et TRPS1 a été démontrée, il nous est 
possible d’émettre l’hypothèse que la chimère puisse aussi interagir avec GATA1 et que 
RUNX1-TRPS1 puisse altérer la différenciation des mégacaryocytes et des érythrocytes. 
En fait, dans des cellules CD34+ exprimant la fusion RUNX1-RUNX1T1, une interaction 
entre la chimère et GATA1 a été démontrée, ce qui a pour effet d’empêcher l’acétylation 
de GATA1 par p300/CBP (Choi et al., 2006). L’acétylation de GATA1 est essentielle 
afin d’activer la transactivation de ses cibles et de permettre la différenciation des 
lignées des mégacaryocytes et des érythrocytes (Elagib et al., 2003; Choi et al., 2006). 
Ainsi, en absence d’acétylation, l’activation des cibles de GATA1 est altérée dans les 
cellules exprimant la fusion RUNX1-RUNX1T1 menant à des anomalies des lignées 
érythroïde et mégacaryocytaire chez ces patients (Choi et al., 2006). Le médullogramme 
du cas présentant la t(8;21)(q23.3;q22) démontrait une importante diminution en nombre 
des mégacaryocytes et une dysplasie de la lignée érythroïde pouvant possiblement être 
reliées à une altération des fonctions de GATA1. Toutefois, ces caractéristiques ne sont 
pas spécifiques à cette translocation et peuvent être retrouvées dans d’autres types de 
LAM. 
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De telles anomalies morphologiques ont aussi été observées dans un cas de SMD avec 
t(X;21)(p22.3;q22) générant une fusion très similaire à RUNX1-TRPS1 puisqu’elle 
implique le gène ZFPM2/FOG2 « Friend of GATA2 » codant pour le co-répresseur des 
facteurs de transcription GATA. Tel que démontré pour la fusion RUNX1-TRPS1, la 
chimère RUNX1-ZFPM2 est aussi capable d’inhiber le potentiel de transactivation de 
RUNX1 et de GATA1. Cette chimère conserve un motif PIDLS retrouvé sur ZFPM2 qui 
respecte la séquence consensus de liaison de CtBP [séquence consensus : 
PX(D/N)L(S/T)] lui permettant d’interagir avec ce répresseur (Chan et al., 2005). Le 
recrutement de CtBP a été discuté dans l’introduction comme un important mécanisme 
de répression de la fusion RUNX1-MECOM. CtBP est également recruté par la protéine 
IKAROS grâce à un motif PEDLS exprimé dans sa partie N-terminale (Postigo and 
Dean 1999; Koipally and Georgopoulos 2000). De façon intéressante, un motif similaire, 
mais non identique à la séquence consensus de liaison de CtBP est exprimé dans le 
domaine IKAROS-like de TRPS1 (PLDLA). Malgré une divergence par rapport à la 
séquence consensus décrite, il a été démontré que ce motif interagit aussi fortement avec 
CtBP (Perdomo and Crossley 2002). De plus, lorsque les acides aminés codant pour ce 
domaine de TRPS1 sont fusionnés au domaine de liaison à l’ADN de Gal4, cette 
séquence confère un potentiel de répression transcriptionnelle à Gal4, confirmant la 
fonction répressive de ce membre unique de la famille GATA (Perdomo and Crossley 
2002). Cette hypothèse quant à l’interaction de RUNX1-TRPS1 avec CtBP pourrait 
appuyer la fonction de facteur de transcription aberrant proposée pour cette fusion. 
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CHAPITRE 6 
6. Étude de la t(15;21)(q26.1;q22) 
6.1 Paramètres cliniques du cas 08H131 
En décembre 2008, les cellules leucémiques d’une patiente agée de 43 ans ont été 
analysées à la BCLQ. Une formule sanguine complète a démontré une hémoglobine 
normale (123 g/L), un décompte normal de plaquettes à 163 x109/L et un décompte de 
leucocytes élevé de 83,0 x109/L avec 79 % de blastes positifs pour les marqueurs 
suivants : MPO cytoplasmique (cyMPO), HLA-DR, CD34, CD33, CD13, TdT, CD19, 
CD10 et IgM(cy). Une co-expression des marqueurs CD10/CD13 et CD13/CD19 a été 
détectée dans 37 % et 48 % des blastes respectivement, suggérant l’existence d’une 
population blastique co-exprimant des marqueurs à la fois myéloïdes et lymphoïdes de la 
lignée B. L’analyse cytogénétique réalisée sur les cellules mononuclées isolées du sang 
périphérique a montré un caryotype anormal : 
46,XX,t(9;22)(q34;q11.2),?t(15;21)(q2?6;q22)[20] (Fig. 6.1). Une hybridation de la 
sonde BCR-ABL1 extra signal « dual color translocation probe » a été réalisée sur des 
cellules de biopsie osseuse, démontrant la présence de la t(9;22)(q34;q11.2) et de la 
fusion BCR-ABL1 dans 84,3 % des cellules. Un diagnostic de leucémie aiguë à 
phénotype mixte (myéloïde/lymphoïde B) (MPAL) avec une t(9;22)(q34;q11.2) a été 
établi selon les critères de la classification du WHO (Swerdlow et al., 2008).  
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Une rémission complète a été obtenue avec une chimiothérapie d’induction combinant le 
protocole CALGB 9111 et l’Imatinib mésylate (Gleevec). Vu l’agressivité de la maladie, 
la patiente a été référée en 2009 pour une greffe de CSH de type allogénique avec un 
donneur non apparenté. Elle est demeurée en rémission moléculaire pendant deux 
années suite à ce traitement. Une rechute moléculaire (transcrits BCR-ABL1 positifs en 
qRT-PCR) a cependant été notée en juin 2011 dans les cellules médullaires. Une 
thérapie avec un inhibiteur de tyrosine kinase de deuxième génération a alors été 
instaurée.  
 
 
Figure 6.1. Analyse cytogénétique des cellules mononuclées isolées du sang 
périphérique de la patiente présentant une t(9;22)(q34;q11.2) et une 
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t(15;21)(q26.1;q22). Les flèches noires indiquent la t(9;22)(q34;q11.2) alors que les 
flèches rouges indiquent les chromosomes dérivés 15 [der(15)] et 21 [der(21)]. 
 
6.2 Analyse cytogénétique 
6.2.1 Identification du point de cassure sur le gène RUNX1 
Le caryotype en bandes G suggérait une translocation semi-cryptique entre les bras 
longs des chromosomes 15 et 21. Afin de confirmer l’implication de RUNX1, nous 
avons réalisé une technique de FISH avec des sondes BACs sur les cellules mononuclées 
isolées du sang périphérique de la patiente. Les BACs RP11-100J18 (172 kb), RP11-
771C10 (195 kb), RP11-299D9 (139 kb), RP11-17O20 (142 kb) et le fosmide 
G248P8181C2 (42 kb), couvrant différentes régions du locus de RUNX1, ont été utilisés 
et nous ont permis de délimiter la région de cassure à la bande chromosomique 21q22. 
L’hybridation de la sonde RP11-299D9 sur des chromosomes métaphasiques a généré 
deux signaux respectivement localisés sur le chromosome 21 normal et sur le 
chromosome dérivé 21 [der(21)], suggérant une cassure localisée en position 
télomérique (Fig. 6.2D). Trois signaux ont été visualisés sur le chromosome 21 normal, 
sur le der(21) et sur le chromosome dérivé 15 [der(15)] avec la sonde RP11-17O20, 
couvrant à la fois l’intron 1a/b, l’exon 1a/b, une région télomérique au locus RUNX1 
ainsi que la séquence non-codante RUNX1-IT1 (Fig. 6.2C). Ce profil typique 
d’hybridation à trois signaux suggérait une cassure localisée au sein de la région 
couverte par cette sonde. Afin d’éliminer la possibilité d’un nouveau réarrangement 
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impliquant la séquence RUNX1-IT1, nous avons utilisé le BAC RP11-100J18 couvrant 
une région télomérique à cette séquence et le fosmide G248P8181C2, localisé dans 
l’intron 1b de RUNX1 et ciblant une région centromérique à RUNX1-IT1 (Fig. 6.2F). Un 
signal localisé sur le chromosome 21 normal et un second signal localisé sur le der(15) 
ont été observés pour chacune des sondes ciblant ces régions de part et d’autre de 
RUNX1-IT1, indiquant un point de cassure centromérique localisé dans l’intron 1b de 
RUNX1 (Figs. 6.2A-6.2B). À l’aide de cette stratégie, nous avons éliminé la possibilité 
d’un réarrangement impliquant la séquence non-codante RUNX1-IT1 et avons confirmé 
la présence d’une cassure localisée au sein de l’intron 1b de RUNX1. La cassure en 
21q22 se situe probablement à l’intérieur d’une région d’environ 50 kb de l’intron 1b 
laquelle est couverte par le BAC RP11-17O20, mais non inclue dans le fosmide 
G248P8181C2 (Fig. 6.2F). Il est important de noter qu’un signal correspondant 
possiblement à une partie de l’intron 1b ainsi qu’aux exons 2 à 8 de l’allèle RUNX1 
réarrangé a été détecté sur le der(21) lors de l’hybridation de la sonde RP11-299D9, 
indiquant que ces exons des transcrits RUNX1b/a puissent s’exprimer dans ces cellules 
présentant la t(15;21)(q2?6.1;q22). 
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Figure 6.2. Hybridation in situ en fluorescence des sondes ciblant le locus de 
RUNX1 sur les chromosomes métaphasiques obtenus à partir des cellules 
mononuclées isolées du sang périphérique du spécimen présentant la 
t(15;21)(q26.1;q22). (A) Hybridation de la sonde BAC RP11-100J18 montrant la 
présence de deux signaux respectivement localisés sur le chromosome 21 normal et sur 
le chromosome dérivé 15 [der(15)]. (B) Hybridation de la sonde fosmide G248P8181C2 
montrant la présence de deux signaux respectivement localisés sur le chromosome 21 
normal et sur le der(15). Ce résultat suggère la présence d’une cassure en position 
centromérique à la région couverte par cette sonde. (C) Hybridation du BAC RP11-
17O20 montrant la présence de trois signaux respectivement localisés sur le 
chromosome 21 normal et sur les chromosomes dérivés 21 [der(21)] et der(15). Un 
profil d’hybridation à trois signaux indique la présence d’une cassure localisée au sein 
de la région couverte par cette sonde. (D) Hybridation de la sonde BAC RP11-299D9 
montrant la présence de deux signaux respectivement localisés sur le chromosome 21 
normal et sur der(21). Ce résultat suggère la présence d’une cassure en position 
télomérique à la région couverte par cette sonde. (E) Positionnement des sondes BACs 
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et fosmides utilisées à la bande chromosomique 21q22.12. (F) Positionnement de la 
sonde BAC RP11-17O20 et du fosmide G248P8181C2 par rapport à la région de cassure 
proposée d’environ 50 kb, localisée dans l’intron 1b de RUNX1. Les deux traits rouges, 
n’incluant pas la séquence non-codante RUNX1-IT1, délimite la région de cassure 
suggérée. 
 
6.2.2 Identification du gène partenaire de la t(15;21)(q2?6;q22) 
À l’aide des caryotypes en bandes G, la bande chromosomique 15q26 et la sous-bande 
15q26.3 ont d’abord été étudiées par FISH en utilisant une variété de sondes BACs. 
Puisqu’aucun partenaire connu de RUNX1 n’était identifié dans cette région 
chromosomique, nous avons opté pour une stratégie de marche sur le chromosome. 
L’hybridation sur des chromosomes métaphasiques des sondes BAC RP11-90E5 
(15q26.3) et RP11-337N12 (15q26.2) a révélé un même profil d’hybridation suggérant 
un point de cassure en position centromérique, avec un signal sur le chromosome 15 
normal et un second signal sur le der(21). L’utilisation des sondes BACs RP11-378B5, 
RP11-661P17, RP11-345O16, RP11-24J19, RP11-615N7, RP11-113M15 et RP11-
79A7, couvrant différents loci de la bande chromosomique 15q26.1, a cependant permis 
de délimiter la région de cassure (Table 6.1).  
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Sonde Position Gène chr21 der(21) der(15) chr15 Délétion
G248P8181C2 21q22.12 RUNX1 x x
RP11-100J18 21q22.12 RUNX1 x x
RP11-17O20 21q22.12 RUNX1 x x x
RP11-299D9 21q22.12 RUNX1 x x
RP11-771C10 21q22.12 RUNX1 x x
RP11-90E5 15q26.3 ADAMTS17 x x
RP11-337N12 15q26.2 NR2F2 x x
RP11-369O17 15q26.1 RGMA x x
RP11-79A7 15q26.1 ST8SIA2 x x
RP11-113M15 15q26.1 SLCO3A1 x x
RP11-615N7 15q26.1 SLCO3A1 x x
RP11-24J19 15q26.1 SLCO3A1 x x
RP11-345O16 15q26.1 - x x
RP11-661P17 15q26.1 - x x
RP11-378B5 15q26.1 SV2B x x
RP11-360F18 15q26.1 CRTC3, BLM x x
Région chromosomique 21q22
Région chromosomique 15q26
 
Table 6.1. Sondes BACs et fosmides utilisées afin d’identifier les deux régions de 
cassures aux bandes chromosomiques 21q22 et 15q26.1. Les résultats d’hybridation 
in situ en fluorescence sont indiqués, indiquant la position des signaux fluorescents sur 
chaque chromosome impliqué dans la t(15;21)(q26.1;q22). chr21, chromosome 21 
normal ; der(21), chromosome dérivé 21 ; der(15), chromosome dérivé 15 ; chr15, 
chromosome 15 normal ; Délétion, sonde incluse dans la région de délétion en 15q26.1. 
 
L’hybridation de la sonde RP11-378B5, couvrant la région la plus centromérique de la 
bande 15q26.1 (gène SV2B), a généré deux signaux respectivement localisés sur le 
chromosome 15 normal et sur le der(15), indiquant un point de cassure en position 
télomérique (Fig. 6.3A). L’hybridation de la sonde RP11-79A7, couvrant une région 
plus télomérique (portion centromérique du gène ST8SIA2), a produit deux signaux 
localisés sur le chromosome 15 normal et sur le der(21), suggérant un point de cassure 
plutôt centromérique (Fig. 6.3G). Ces résultats indiquaient alors la présence d’un point 
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de cassure localisé entre les régions couvertes par ces deux BACs, région délimitée par 
les exons centromériques du gène SV2B et par les exons télomériques du gène ST8SIA2. 
De façon intéressante, un seul signal localisé sur le chromosome 15 normal a été généré 
lors de l’hybridation de chacune des cinq sondes localisées entre ces deux derniers 
BACs (RP11-661P17, RP11-345O16, RP11-24J19, RP11-615N7 et RP11-113M15), 
indiquant la présence d’une large délétion d’environ 1 mégabase (Mb) ciblant le gène 
situé entre SV2B et ST8SIA2, soit le gène SLCO3A1 (Figs. 6.3B-6.3F, 6.3I). Il est à noter 
que nous n’avons pas observé de signal divisé pour aucune des sondes utilisées dans 
cette région, incluant celles couvrant les gènes SV2B (RP11-378B5), SLCO3A1 et 
ST8SIA2. Dû à l’absence d’un profil d’hybridation à trois signaux, il nous a été 
impossible d’identifier le point de cassure exact de la bande 15q26.1 à l’aide de cette 
méthode. De plus, il n’est pas exclu qu’un plus petit signal généré par la sonde RP11-
378B5 (SV2B) ou RP11-79A7 (ST8SIA2) n’ait pas été visualisé en raison de la limite de 
résolution de la technique FISH. En résumé, ces profils d’hybridation proposaient que la 
région de cassure soit délimitée par les BACs RP11-378B5 et RP11-79A7 de la bande 
chromosomique 15q26.1 (Figs. 6.3A-6.3G). De plus, ces résultats suggéraient que les 
séquences centromériques de SV2B puissent demeurer sur le der(15) alors que le gène 
ST8SIA2 soit transloqué sur le der(21), nous permettant de proposer que l’intron 1b de 
RUNX1 puisse être fusionné ou déplacé à proximité des séquences centromériques du 
gène SV2B sur le der(15) (Fig. 6.4). 
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Figure 6.3. Hybridation in situ en fluorescence des sondes BACs ciblant le locus 
15q26.1 sur les chromosomes métaphasiques obtenus à partir des cellules 
mononuclées du sang périphérique de la patiente présentant la t(15;21)(q26.1;q22). 
(A) Hybridation de la sonde BAC RP11-378B5 montrant la présence de deux signaux 
respectivement localisés sur le chromosome 15 normal et sur le chromosome dérivé 15 
[der(15)]. (B) Hybridation de la sonde BAC RP11-661P17 montrant la présence d’un 
seul signal localisé sur le chromosome 15 normal. (C) Hybridation de la sonde BAC 
RP11-345O16 montrant la présence d’un seul signal localisé sur le chromosome 15 
normal. (D) Hybridation de la sonde BAC RP11-24J19 montrant la présence d’un seul 
signal localisé sur le chromosome 15 normal. (E) Hybridation de la sonde BAC RP11-
615N7 montrant la présence d’un seul signal localisé sur le chromosome 15 normal. (F) 
Hybridation de la sonde BAC RP11-113M15 montrant la présence d’un seul signal 
localisé sur le chromosome 15 normal. (G) Hybridation de la sonde BAC RP11-79A7 
montrant la présence de deux signaux respectivement localisés sur le chromosome 15 
normal et sur le chromosome dérivé 21 [der(21)]. (H) Positionnement des sondes BACs 
RP11-378B5 et RP11-661P17 par rapport au gène SV2B. La sonde RP11-661P17 est 
incluse dans la région ciblée par la délétion. En raison du point de cassure identifié par la 
technique de 3’RACE PCR, les exons télomériques du gène SV2B sont possiblement 
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inclus dans cette large délétion (délétion possible en rouge). (I) Taille approximative de 
la délétion identifiée à la bande chromosomique 15q26.1 (~1 Mb ; en rouge).  
 
6.3 Étude des transcrits de fusion RUNX1-SV2B 
Pour qu’un ARNm de fusion soit exprimé, les deux gènes ou séquences qui sont 
fusionnés doivent conserver une même orientation de transcription. L’analyse de la 
région de cassure à la bande 15q26.1 nous a permis d’établir que les gènes SV2B et 
ST8SIA2 ne respectaient pas l’orientation télomère vers centromère du gène RUNX1. 
Ainsi, SV2B et ST8SIA2 possèdent une orientation inversée à RUNX1 (centromère vers 
télomère) rendant peu probable l’expression d’un transcrit de fusion impliquant l’un de 
ces gènes. En raison de l’existence d’une délétion ciblant SLCO3A1 et des résultats de 
FISH suggérant la translocation complète du gène ST8SIA2 sur le der(21), la région du 
gène SV2B a davantage été étudiée. Puisque la sonde BAC ciblant SV2B n’a pas généré 
de signal sur le der(21) (Fig 6.3A), les deux possibilités suivantes ont été évaluées : 
1) le point de cassure est localisé à l’extérieur de SV2B, en position télomérique au 
gène (Fig. 6.3H). Dans cette situation, la translocation pourrait permettre une 
fusion entre l’exon 1b de RUNX1 et de l’ADN génomique (chr15q26.1) sur le 
der(15) et une fusion réciproque entre l’ADN génomique de la bande 15q26.1 et 
l’exon 2 de RUNX1 sur le der(21).  
2) le point de cassure est localisé dans le gène SV2B et le signal résiduel est soit 
trop petit pour être perçu en FISH ou inclus dans la délétion (Fig. 6.3H). Dans 
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cette situation, l’exon 1b de RUNX1 est fusionné aux exons centromériques de 
SV2B sur le der(15) alors que les exons télomériques de SV2B (possiblement 
délétés) ou plus probablement de l’ADN génomique en position télomérique à 
SLCO3A1 est fusionné à l’exon 2 de RUNX1 sur le der(21) (Fig. 6.4). 
 
 
Figure 6.4. Modèle de la t(15;21)(q26.1;q22). Les gènes SV2B, SLCO3A1 et ST8SIA2 
ainsi que le gène RUNX1 sont respectivement représentés sur le chromosome 15 normal 
et sur le chromosome 21 normal. Lors de cette t(15;21)(q26.1;q22), les exons 1a et 1b de 
RUNX1 sont transloqués puis fusionnés aux séquences centromériques de SV2B (intron 
1) sur le chromosome dérivé 15 [der(15)]. En contrepartie, le gène ST8SIA2 ou l’ADN 
génomique localisé en position télomérique à SLCO3A1 (ou centromérique à ST8SIA2) 
est déplacé sur le chromosome dérivé 21 [der(21)] et possiblement fusionné à l’exon 2 
de RUNX1 alors que les exons plus télomériques de SV2B sont possiblement inclus dans 
la délétion. 
 
Tel que mentionné dans le chapitre 4, trois fusions impliquant RUNX1 avec des régions 
d’ADN génomique en position 5q13.3, 10q22.1 et 17q21 ont récemment été identifiées 
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dans une seule étude grâce à l’utilisation des technologies de séquençage de nouvelle 
génération (Grossmann et al., 2011b). Ces fusions ne permettent pas l’expression d’un 
ARNm de fusion et certaines n’expriment que la forme réciproque (chr5-RUNX1 et 
chr17-RUNX1), nécessitant des analyses par PCR sur de l’ADN génomique afin de les 
détecter et de les séquencer. Une seule autre fusion de RUNX1 avec de l’ADN 
génomique d’un gène encore non identifié (RUNX1-chr9q34.3) a été étudiée par d’autres 
méthodes, incluant la technique de RACE PCR. Dans ce dernier cas, un transcrit de 
fusion entre l’exon 4 de RUNX1 et de l’ARNm d’un gène encore inconnu en 9q34.3 était 
exprimé (Agerstam et al., 2007).  
 
Basé sur les deux hypothèses présentées, aucun ARNm de fusion n’est attendu pour ces 
deux situations. Afin d’évaluer la présence ou non d’ARNm de fusion entre l’exon 1b de 
RUNX1 et les séquences centromériques de SV2B, nous avons entrepris une technique de 
3’RACE PCR à l’aide d’amorces sens localisées dans les exons 1a et 1b de RUNX1 
(RUNX1_ex1aF ; RUNX1_ex1bF ; RUNX1_ex1bF2) (Table 2.7). Les PCR ont été 
réalisées à l’aide de l’ensemble « Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity » de 
Invitrogen, selon les conditions décrites à la section 2.4.3. Nous avons également 
investigué la possibilité d’une fusion réciproque chr15q26.1-RUNX1 exon 2 à l’aide 
d’une technique de 5’RACE PCR et d’amorces anti-sens localisées à la jonction des 
exons 2 et 3 (RUNX1_2,3R) ou dans l’exon 4 de RUNX1 (RUNX1_4R) (Table 2.7).  
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Figure 6.5. Migration sur gel d’agarose des produits d’amplification des techniques 
de 3’RACE PCR. (A) Produits d’amplification de la 3’RACE réalisée sur les ADNc de 
la patiente 08H131 présentant la t(15;21)(q26.1;q22) et de la lignée de LAL-B REH 
présentant une t(12;21)(p13;q22) à l’aide de l’amorce RUNX1_ex1aF montrant deux 
bandes d’un poids supérieur à 1 kb absentes de la lignée REH. (B) Produits 
d’amplification de la 3’RACE réalisée à l’aide de l’amorce RUNX1_ex1bF montrant 
trois bandes d’un poids d’environ 1 kb, 950 pb (T2) et 450 pb (T1) absentes de la lignée 
REH.  
 
La technique de 3’RACE PCR nous a permis de mettre en évidence trois bandes 
spécifiquement exprimées dans les cellules du cas 08H131. Le séquençage de deux de 
ces bandes, ayant un poids d’environ 950 pb et d’environ 450 pb, nous a permis 
d’identifier des fusions entre l’exon 1b de RUNX1 et des séquences de l’intron 1 du brin 
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anti-sens de SV2B (Figs. 6.5A-6.5B). Le brin anti-sens de SV2B est porteur des 
séquences complémentaires au brin codant et possède une orientation inversée 3’-5’ par 
rapport au brin codant. Lors de la t(15;21)(q26.1;q22), les exons 1a et 1b de RUNX1 sont 
transloqués sur le chromosome 15 et fusionnés à l’intron 1 de SV2B. La transcription du 
brin d’ADN codant de RUNX1 semble se poursuivre sur le brin anti-sens de SV2B lequel 
possède la même orientation de transcription que RUNX1 permettant l’expression d’au 
moins deux transcrits d’ARNm matures détectés par la 3’RACE (Figs. 6.5A-6.5B ; 
6.6A-6.6B). Cependant, la technique de 5’RACE n’a pas révélé de différence entre les 
profils d’amplification des cellules de la patiente avec la t(15;21)(q26.1;q22) et les 
cellules de la lignée REH à l’aide d’une amorce ciblant soit la jonction des exons 2 et 3 
ou l’exon 4 de RUNX1 (données non présentées), suggérant que la fusion réciproque ne 
soit pas exprimée sous forme d’ARNm de fusion ou que cette dernière ne soit pas 
détectée à l’aide des amorces utilisées. Ces résultats de 3’RACE ont été confirmés par 
des PCR sur de l’ADNc à l’aide de l’ensemble « Platinum Taq DNA Polymerase High 
Fidelity » de Invitrogen et d’amorces sens RUNX1_ex1aF ou RUNX1_ex1bF et anti-
sens SV2B_int1AS, SV2B_int1AS1, SV2B_int1AS2 ou SV2B_int1AS3 localisées dans 
l’intron 1 du brin anti-sens de SV2B (Table 2.6). Les conditions spécifiques suivantes 
ont été utilisées : 2 minutes de dénaturation initiale à 94oC puis 35 cycles de 30 secondes 
à 94oC, de 30 secondes à 60oC et de 2 minutes à 68oC.  
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Figure 6.6. Séquences des transcrits de fusion RUNX1-SV2B identifiés par PCR sur 
l’ADN complémentaire du cas 08H131 présentant la t(15;21)(q26.1;q22). (A) 
Séquençage partiel du transcrit T1 montrant une fusion entre l’exon 1b de RUNX1 et le 
brin anti-sens de l’intron 1 de SV2B (séquence en gras). Le cadre de lecture est 
représenté à l’aide des triplets de nucléotides et le codon stop prématuré est marqué en 
rouge (séquence TAG). La flèche indique le point de jonction. (B) Séquençage partiel du 
transcrit T2 montrant une fusion entre l’exon 1b de RUNX1 et le brin anti-sens de 
l’intron 1 de SV2B (séquence en gras). Le cadre de lecture est représenté à l’aide des 
triplets de nucléotides et le codon stop prématuré est marqué en rouge (séquence TAG). 
 
Ce phénomène de fusion avec un brin anti-sens n’a été rapporté qu’une seule fois à notre 
connaissance dans un cas de LAM avec t(12;17)(p13;p13) impliquant l’exon 1 de ETV6 
(télomère-centromère) et les séquences du brin anti-sens de l’intron 22 du gène PER1 
(centromère-télomère) (Murga Penas et al., 2003). Cette fusion a également été détectée 
par 3’RACE et aucun produit de fusion réciproque n’a été observé par 5’RACE dans ces 
cellules. Pour la fusion principale ETV6-PER1 brin anti-sens, aucune protéine de fusion 
n’était attendue, tel que suggéré par ces auteurs (Murga Penas et al., 2003).  
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Figure 6.7. Représentation schématique des points de cassure et des transcrits de 
fusion RUNX1-SV2B brin anti-sens. (A) Le point de cassure est situé à l’intérieur de la 
région couverte par la sonde BAC RP11-378B5. Puisqu’aucun signal n’a été observé sur 
le chromosome dérivé 21 lors de l’hybridation de la sonde RP11-278B5, les exons 
télomériques de SV2B sont possiblement inclus dans la délétion. La position des deux 
points de fusion est indiquée par un astérisque (bleu, T1 ; rouge, T2). (B) Représentation 
du transcrit T1 et de son point de cassure (astérisque bleue). (C) Représentation du 
transcrit T2 et de son point de cassure (astérisque rouge). chr15, chromosome 15 
 
Chez la patiente 08H131, deux transcrits de fusion RUNX1-SV2B ont été séquencés. 
Dans le premier transcrit (T1, ~450 pb), le dernier nucléotide de l’exon 1b de RUNX1 est 
fusionné au nucléotide en position 91788523 de la bande chromosomique 15q26.1 
(chr15: 91788523, T sur le brin anti-sens). Dans le second transcrit (T2, ~950 pb), le 
dernier nucléotide de l’exon 1b de RUNX1 est fusionné au nucléotide en position 
91791539 de la bande chromosomique 15q26.1 (chr15: 91791539, A sur le brin anti-
sens). De façon similaire au cas rapporté par Murga Penas et collaborateurs, aucune 
protéine chimérique de fusion n’est attendue pour cette translocation. Nous croyons 
plutôt que le concept d’isoforme tronquée de RUNX1 s’applique, tel que discuté dans le 
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chapitre 4 pour la t(1;21)(p22;q22). Dans cette situation, le cadre de lecture de RUNX1 
est modifié lorsque les séquences de l’intron 1 du brin anti-sens de SV2B y sont 
fusionnées. Le cadre de lecture de l’exon 1b de RUNX1 débute au nucléotide 60 [A] et 
permet l’expression d’un nucléotide G seul à la fin de l’exon 1b lequel est fusionné aux 
positions 91788523 et 91791539 sur le chromosome 15q26.1 (brin anti-sens). Ces deux 
formes favorisent l’apparition de codons STOP prématurés au sein de la séquence de 
l’intron 1 anti-sens de SV2B et permettent l’ajout de cinq (transcrit T1) ou de 60 acides 
aminés (transcrit T2) aléatoires non apparentés aux séquences protéiques normales de 
RUNX1 ni de SV2B (Figs. 6.6A-6.6B). 
 
6.4 Le gène SLCO3A1, un transporteur soluble des ions 
organiques 
La délétion identifiée dans cette t(15;21)(q26.1;q22) couvre SLCO3A1, un gène codant 
pour un transporteur soluble des ions organiques. Les transporteurs d’anions organiques 
(OATP) représentent des polypeptides multispécifiques indépendants du sodium 
lesquels sont exprimés dans une variété de tissus des vertébrés. Plus de 36 membres de 
cette famille ont été identifiés chez l’humain, le rat et la souris et ces membres ont été 
classifiés dans la superfamille des « solute carrier » (SLCO) incluant 6 familles (SLCO1 
à SLCO6) et 13 sous-familles (SLCO1A à SLCO6D).  
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Le gène SLCO3A1 (anciennement OATP-D) possède 11 exons et s’exprime en deux 
isoformes de 10 ou de 11 exons lesquels diffèrent selon leurs extrémités 3’. Identifiée en 
2003, la protéine SLCO3A1 a été décrite tel un transporteur à 12 passages 
transmembranaires favorisant le passage de plusieurs oligopeptides incluant des 
hormones thyroïdiennes (T4), des diurétiques (vasopressine), des prostaglandines 
(PGE1, PGE2) et certains dérivés opioïdes (deltorphine II) (Adachi et al., 2003; Huber et 
al., 2007). Une expression de SLCO3A1 est détectée dans les testicules, le cœur, les 
poumons, la rate, les reins, les leucocytes, les ovaires, la glande thyroïde et dans 
différentes régions du cerveau (Huber et al., 2007). Dans les lignées de cancers, 
SLCO3A1 s’exprime dans les lignées HL-60, MOLT-4, K562, Raji et dans une variété 
de lignées de tumeurs solides (Adachi et al., 2003). Malgré un rôle important prédit par 
sa conservation interespèce durant l’évolution chez le mammifère, aucune fonction n’est 
connue à ce jour pour SLCO3A1 (Adachi et al., 2003). 
 
6.5 Études d’expression du gène SLCO3A1 dans les tissus 
hématopoïétiques normaux et leucémiques 
Les délétions associées aux translocations [par exemple : t(9;22)(q34;q11.2) et 
t(12;21)(p13;q22)] sont fréquentes et affectent plusieurs gènes dont IKZF1, 
CDKN2A/P16, PAX5 ou ETV6 (Mullighan et al., 2008; Paulsson et al., 2008). Afin de 
vérifier si la délétion de SLCO3A1 est un évènement pathologique récurrent, nous avons 
hybridé la sonde BAC RP11-615N7 (SLCO3A1 exons 3-9) sur les chromosomes 
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métaphasiques de huit cas de MPAL de la BCLQ avec ou sans t(9;22)(q34;q11.2) (Table 
6.2). Or, ces analyses par FISH n’ont révélé aucune délétion. Le nombre de cas étudiés 
étant restreint, nous avons complété ces analyses par une recherche dans les bases de 
données de délétions et de CNV « copy number variation » 
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/Census/large_deletion.shtml; 
http://projects.tcag.ca/cgi-bin/variation/gbrowse/hg19/). Il est à noter que des 
insertions/délétions (indels de moins de 100 pb à moins de 1 kb) ont été répertoriées au 
sein du gène SLCO3A1 chez au moins neuf individus normaux. Puisque la délétion 
détectée dans notre cas est de grande taille comparativement aux indels, cette hypothèse 
est moins probable. Toutefois, cette délétion pourrait représenter un variant de structure 
se retrouvant dans l’ADN normal de la patiente ou pourrait être de nature pathologique, 
au même titre que les délétions des séquences au niveau du chromosome dérivé 9 
associées à la t(9;22)(q34;q11.2) chez certains patients. 
 
BCLQ Tissu % 
blastes
Caryotype
03H072 moelle 80 46,XY,t(1;9)(p3?3;q32),der(5;17)(q10;p10),+del(5)(q13),del(12)(p13),-17[22]/46,XY[1]
03H085 moelle 84 45,XX,-7,t(9;22)(q34;q11.2)[16]/46,XX[5]
04H104 moelle 92 46,XY[20]
05H074 moelle 96 47,XY,der(9)del(9)(p10)t(9;22)(q34;q11.2),+14[21]
05H153 moelle 90 45~49,XY,der(2;14)(q10;q10),+der(2;14)(p10;p10),add(5)(p13),add(6)(q21),                          
-7,+8,t(9;22)(q34;q11.2),+9,+10,+?12,add(14)(q32),+add(14)(q32),add(20)(q12),                   
-20,+mar1,inc[cp17]/46,XY[4]
07H084 moelle 72 45,XY,-7,t(9;22;12)(q34;q11.2;p13)[21]/46,XY[1]
08H123 moelle 83 46,XY,t(9;22)(q34;q11.2)[15]/48,XY,t(9;22)(q34;q11.2),+10,+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[3]/48
,XY,t(9;22)(q34;q11.2),add(9)(q12),+10,+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[6]
08H126 moelle 73 46,XX,t(9;22;6)(q34;q11.2;p25)[24]
08H131 sang 79 46,XX,t(9;22)(q34;q11.2),t(15;21)(q26.1;q22)[20]  
Table 6.2. Caryotypes des neuf spécimens de leucémie aiguë à phénotype mixte 
étudiés par hybridation in situ en fluorescence. Le tissu évalué et le pourcentage de 
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blastes sont indiqués pour chaque patient étudié à l’aide de la sonde RP11-615N7 ciblant 
les exons 3 à 9 de SLCO3A1. 
 
 
Figure 6.8. Hybridation in situ en fluorescence sur les chromosomes métaphasiques 
de spécimens atteints de leucémie aiguë à phénotype mixte, à l’aide de la sonde 
RP11-615N7 ciblant les exons 3 à 9 du gène SLCO3A1. (A) Métaphase représentative 
du spécimen 08H131 avec la t(15;21)(q26.1;q22) montrant un seul signal localisé sur le 
chromosome 15 normal, suggestif d’une délétion du gène SLCO3A1. (B) Métaphase 
représentative du spécimen 08H123 montrant deux signaux localisés sur les 
chromosomes 15.  
 
Afin de mieux étudier le profil d’expression de SLCO3A1 dans les leucémies, des 
lignées de LAM (OCI-AML3, MONO-MAC1, Kasumi-1 et HL-60), de LMC-PB 
(K562) et des échantillons de sang périphérique d’un donneur sain et de seize patients 
atteints de leucémies aiguës primaires ayant des morphologies (LAL-B, n =3 ; MPAL, 
n = 4 ; LPA, n = 3 ; LAM M5, n = 3 ; LAM M1, n = 3) et des caryotypes variés 
(caryotype normal, n = 8 ; t(9;22)(q34;q11.2), n = 4 ; t(15;17)(q24;q21), n = 3 ; trisomie 
8, n = 1 ; del(1)(p13), n = 1) ont été évalués à l’aide de l’ensemble « HotStar 
HiFidelity » de Qiagen et des amorces ciblant les exons 7 et 10 de SLCO3A1 
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(SLCO3A1_ex7F, 5’ATCACCTACCTGTCTGCCTGCTTT ; SCLO3A1_ex10R, 
5’ACACCACTCATGGTCTTCCAGGTT). Un produit d’amplification spécifique de 
639 pb a été détecté dans ces spécimens. Une étude de qRT-PCR a également été 
réalisée sur quatre spécimens de MPAL avec t(9;22)(q34;q11.2) incluant le spécimen 
08H131, la lignée REH avec fusion ETV6-RUNX1 et trois spécimens de moelle osseuse 
de donneurs sains (07H088, 07H140, 09H007) à l’aide d’un essai ciblant la jonction des 
exons 2 et 3 de SLCO3A1 (IR3045, 5’GTCTCCTACATCGACGACCAC et 5’ 
AATACCAGCATCGTGAACAGG avec la sonde UPL#69) (Table 2.7 ; annexe, table 
9.9). La moyenne des trois spécimens de moelle normale et les gènes HPRT et TBP ont 
servis de calibrateur et de contrôles endogènes respectivement (Table 2.7). Puisque la 
déviation standard des valeurs de delta Ct était moindre avec le contrôle TBP, celui-ci a 
été retenu pour l’analyse finale. 
 
Nos résultats de PCR montrent une expression hétérogène de SLCO3A1 dans les lignées 
de leucémies (Fig. 6.9A) ainsi que dans les spécimens de leucémies primaires. Nous 
rapportons une très faible/absence d’expression de SLCO3A1 dans les lignées MONO-
MAC1, Kasumi-1 et K562 et une forte expression dans les spécimens de LAM M1 et de 
M5 étudiés (Figs. 6.9A-6.9C). Une faible expression a été détectée dans les échantillons 
de LAL-B, de LPA et de MPAL (Figs. 6.9B-6.9C). Malgré la délétion d’un allèle de 
SLCO3A1, une expression a été détectée dans les cellules du cas 08H131 avec la 
t(15;21)(q26.1;q22) (Fig. 6.9B).  
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Figure 6.9. Expression du gène SLCO3A1 dans les cellules de leucémies primaires, 
de sang normal et de lignées de cancers. (A) Une expression hétérogène de SLCO3A1 
(639 pb) est détectée dans les différentes lignées de cancers et dans le spécimen de sang 
normal (Sp normal). La bêta-actine (ACTB, 192 pb) a servi de contrôle de charge pour 
chaque échantillon. (B) Une expression hétérogène de SLCO3A1 est notée dans les 
cellules primaires de différents spécimens de leucémie aiguë lymphoblastique B (LAL-
B), de leucémie aiguë à phénotype mixte (MPAL) et de leucémie aiguë myéloïde 
(LAM). (C) Une expression hétérogène de SLCO3A1 est notée dans les cellules 
primaires de différents spécimens de LAM sans maturation (M1), de leucémie 
myéloblastique/monocytaire aiguë (M5) et de leucémie promyélocytaire aiguë (LPA).  
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Une étude de qRT-PCR a confirmé une très faible expression de SLCO3A1 dans les 
cellules des patients étudiés avec MPAL, étant de 3,6 à 25 fois moins exprimé par 
rapport aux moelles normales (Table 6.3). Cette étude démontre aussi que SLCO3A1 
s’exprime davantage dans le spécimen présentant la t(15;21)(q26.1;q22) par rapport aux 
trois autres cas de MPAL, mais demeure très faible sur le plan quantitatif 
(RQ08H131 = 0,28 versus RQMPAL = 0,04 à 0,08). En effet, une réduction de 3,6 fois a été 
observée dans les cellules du spécimen 08H131 par rapport à l’échantillon calibrateur, 
supportant la présence d’une délétion d’un allèle. Par ailleurs, aucune amplification de 
l’ARNm de SLCO3A1 n’a été détectée dans les cellules de la lignée de LAL-B (REH). 
 
HPR T TB P HPR T TB P HPR T TB P HPR T TB P
MN 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
03H045 3,29 2,19 2,34 1,56 2,32 1,58 0,06 0,04
03H085 1,84 1,78 1,41 1,36 0,88 0,87 0,06 0,06
05H153 1,64 1,55 1,30 1,23 1,13 1,09 0,08 0,08
08H131 5,06 3,78 1,44 1,08 0,65 0,49 0,38 0,28
R E H 2,13 2,11 0,87 0,86 1,56 1,58 0,00 0,00
B C L Q RUNX1  ex1a-1b S L C O3A1RUNX1 ex4-5RUNX1 ex1b-2
 
Table 6.3. Valeurs de quantification relative spécifique à chaque essai et à chacun 
des patients étudiés. Les valeurs par rapport à chacun des deux gènes contrôles HPRT 
et TBP sont notées pour les 4 cas de leucémie aiguë à phénotype mixte étudiés et pour la 
lignée REH. La moyenne de trois moelles osseuses de donneurs sains (MN) a servi de 
calibrateur.  
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6.6 SV2B, une glycoprotéine des vésicules synaptiques 
SV2B est un gène de 14 exons localisé à la bande chromosomique 15q26.1 qui code pour 
une glycoprotéine à 12 passages transmembranaires exprimée dans les vésicules 
synaptiques au sein des terminaisons synaptiques des neurones. SV2B est un 
transporteur membranaire qui semble pouvoir réguler les niveaux de calcium pré-
synaptique précédant le relâchement et l’exocytose des neurotransmetteurs dans la 
synapse (Wan et al., 2010). L’expression de SV2B, initialement décrite dans le système 
nerveux central (Bajjalieh et al., 1993), a ensuite été détectée dans une variété de tissus 
incluant les reins, les poumons, l’appareil digestif (estomac, petit intestin, colon), les 
organes génitaux (utérus, ovaires et testicules), la peau et le placenta (Miyauchi et al., 
2006). Deux transcrits de SV2B, exprimant 12 ou 14 exons, codent respectivement pour 
des protéines de 532 acides aminés (codon d’initiation dans l’exon 2) et de 683 acides 
aminés (codon d’initiation dans l’exon 1b). Outre des mutations de SV2B observées dans 
certains cancers répertoriés dans la banque de données COSMIC de Sanger 
(http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/) (carcinome de l’ovaire et gliome), 
aucune autre association avec le cancer n’a été rapportée pour ce gène. Nous décrivons 
donc, pour la première fois, l’implication du gène SV2B dans la leucémie comme 
nouveau partenaire de fusion de RUNX1. Le rôle joué par cette protéine dans la 
leucémogenèse n’est toutefois pas élucidé.  
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6.7 Étude d’expression de RUNX1 dans les tissus 
hématopoïétiques normaux et leucémiques 
Cette translocation à la particularité de posséder un point de cassure localisé dans 
l’intron 1b de RUNX1. À l’exception de la t(12;21)(p13;q22)/fusion ETV6-RUNX1, la 
t(15;21)(q26.1;q22) est, à notre connaissance, la seule autre translocation où RUNX1 est 
réarrangé au sein de cette région. D’après nos analyses, le promoteur P1 distal de 
RUNX1 est dissocié du reste des exons codants pour le transcrit RUNX1c, altérant 
possiblement l’expression de cette longue forme. Ainsi, les profils d’expression des 
différents transcrits de RUNX1 (RUNX1a/b et RUNX1c) ont été étudiés en qRT-PCR à 
l’aide d’essais ciblant les jonctions des exons 1a et 1b (IR3041, 
5’AGCCTGGCAGTGTCAGAAGT ; 5’GGGACTCAATGATTTCTTTTACCA avec la 
sonde UPL#40), des exons 1b et 2 (IR3252, 5’CCTTCAGAAGAGGGTGCATT ; 
5’TGGACGTCTCTAGAAGGATTCAT avec la sonde UPL#69) et des exons 4 et 5 de 
RUNX1 (IR3042, 5’TCGGCTGAGCTGAGAAATG ; 
5’GTGATGGTCAGAGTGAAGCTTTT avec la sonde UPL#46) (Fig. 6.10). Ces essais 
ont été utilisés afin de confirmer une possible diminution d’expression du transcrit 
RUNX1c dans les cellules du spécimen présentant la t(15;21)(q26.1;q22). Quatre 
spécimens de MPAL avec t(9;22)(q34;q11.2) incluant le spécimen 08H131, la lignée 
REH avec t(12;21)(p13;q22)/ETV6-RUNX1 exprimant aussi un point de cassure dans 
l’intron 1b de RUNX1 ainsi que trois spécimens de moelle osseuse de donneurs sains 
(07H088, 07H140, 09H007) ont été utilisés (Annexe, table 9.9). La moyenne des trois 
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spécimens de moelle normale et les gènes HPRT et TBP ont servi de calibrateur et de 
contrôles endogènes respectivement (Table 2.7). Puisque la déviation standard des 
valeurs de delta Ct était moindre avec le contrôle TBP, celui-ci a été retenu pour 
l’analyse finale. 
 
 
Figure 6.10. Positionnement des trois essais de PCR quantitative en temps réel. Le 
couple d’amorces no.1 permet l’amplification des exons1a et 1b lesquels sont uniques à 
RUNX1c. Le couple d’amorces no.2 permet l’amplification des exons 1b et 2, également 
unique à RUNX1c, et se situe de part et d’autre du point de cassure des 
t(15;21)(q26.1;q22) et t(12;21)(p13;q22) (représenté par un éclair rouge). Le couple 
d’amorces no.3 permet l’amplification des exons 4 et 5 lesquels sont exprimés par les 
transcrits RUNX1b (et RUNX1a) ainsi que RUNX1c. 
 
Cette étude nous a d’abord permis d’évaluer sur le plan quantitatif l’expression de 
certains exons (1a-1b, 1b-2 et 4-5) exprimés par les transcrits RUNX1a, RUNX1b et/ou 
RUNX1c de la moelle osseuse normale par l’observation des valeurs de Ct obtenues pour 
chaque essai pour un même spécimen. Pour chacun des échantillons de moelle normale, 
une amplification plus rapide des exons 4-5 a été observée par rapport aux exons 1a-1b 
et 1b-2 (Fig. 6.11B). En effet, puisque ces exons sont exprimés conjointement par tous 
les transcrits étudiés, ils sont ainsi plus nombreux sur le plan quantitatif et détectés plus 
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rapidement. Cette expression plus élevée des exons 4-5 a aussi été observée pour les 
trois spécimens indépendants de MPAL sans t(15;21)(q26;q22) (Fig. 6.11B). Toutefois, 
dans les cellules du spécimen avec t(15;21)(q26;q22), ce sont plutôt les exons 1a-1b qui 
ont d’abord été amplifiés, suggérant à première vue un dosage inadéquat des différents 
transcrits de RUNX1 dans ces cellules (Fig. 6.11A). 
 
 
Figure 6.11. Valeurs de « cycle threshold » (Ct) brutes obtenues pour les spécimens 
de leucémies aiguës à phénotype mixte (MPAL) et de moelles normales étudiés. (A) 
Courbes représentatives obtenues pour l’essai Taqman ciblant les exons 1a et 1b de 
RUNX1 (IR3041) pour un spécimen de moelle normale (NBM), un spécimen de MPAL 
sans t(15;21)(q26.1;q22) (03H085) et le spécimen de MPAL avec t(15;21)(q26.1;q22) 
(08H131). Les courbes d’amplification du contrôle endogène TBP sont représentées 
pour chacun des spécimens (courbes en vert). (B) Courbes représentatives obtenues pour 
l’essai Taqman ciblant les exons 4 et 5 de RUNX1 pour les spécimens NBM, 03H085 et 
08H131. Les courbes d’amplification du contrôle endogène TBP sont représentées 
(courbes en vert). 
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Puisque l’expression majoritaire des exons 4 et 5 s’observe à la fois dans les spécimens 
de MPAL et dans les moelles normales, cette différence d’expression est perdue suite 
aux étapes de normalisation des Ct par rapport au contrôle endogène et au calibrateur 
(méthode 2-ΔΔCt). Globalement, on remarque plutôt une légère hausse d’expression 
associée aux exons 1a-1b de RUNX1 dans chacun des spécimens primaires étudiés par 
rapport aux moelles normales. Pour les trois échantillons de MPAL sans 
t(15;21)(q26.1;q22), une expression similaire variant légèrement a été observée entre les 
exons 1a-1b et 1b-2 de RUNX1 (1,3 à 1,4 fois plus exprimé) traduisant possiblement 
l’expression de différents transcrits résultant de l’épissage alternatif dans ces spécimens. 
De façon intéressante, une différence d’expression de 2,5 fois et 3,5 fois supérieure a 
respectivement été observée pour les exons 1a-1b dans les deux échantillons ayant un 
point de cassure dans l’intron 1b de RUNX1 (spécimen 08H131 et lignée REH) par 
rapport aux exons 1b-2. En effet, ces exons 1b-2 sont complètement dissociés et ne sont 
plus conjointement exprimés au niveau de l’allèle réarrangé dans ces spécimens, ce qui 
se traduit par une expression deux fois moindre de ces exons. Une importante différence 
d’expression des exons 1a-1b a aussi été observée dans les cellules du spécimen 
08H131, étant 7,8 fois plus exprimés comparativement aux exons 4-5. Ces exons 4 et 5 
codant pour le RHD sont aussi deux fois moins exprimés par rapport aux moelles 
normales dans ce spécimen et s’expriment plus faiblement comparativement aux autres 
spécimens de MPAL. Ces résultats suggèrent un dosage inadéquat des exons 4 et 5 et 
une expression anormale des différents transcrits de RUNX1 dans les cellules de cette 
patiente présentant la t(15;21)(q26.1;q22). Une hyperméthylation du promoteur P2 de 
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RUNX1 ou une délétion des exons 4 et 5 sont deux causes pouvant expliquer cette 
réduction d’expression. En effet, lors des analyses par FISH à l’aide de la sonde RP11-
299D9 couvrant les exons 2 à 8 du gène, le signal localisé sur le der(21) était plus petit 
que le signal normal suggérant une délétion possible (Fig. 6.2D).  
 
En résumé, ces résultats démontrent une réduction de l’expression du transcrit RUNX1c 
dans les cellules présentant une t(15;21)(q26.1;q22) et suggèrent l’existence d’un 
possible débalancement génomique relié à une délétion des exons plus télomériques de 
RUNX1 localisés sur le der(21). Ces analyses nous permettent de proposer qu’un dosage 
aberrant des transcrits de RUNX1 puisse être impliqué dans la pathogenèse de cette 
leucémie.  
 
6.8 Mécanismes de leucémogenèse proposés pour la fusion 
RUNX1-SV2B 
Cette nouvelle translocation t(15;21)(q26.1;q22) présente au moins trois particularités. 
D’abord, elle exprime une cassure localisée au sein de l’intron 1b de RUNX1 menant à 
l’altération possible de l’expression du transcrit RUNX1c. Cette cassure a ensuite été 
réparée avec les séquences du gène SV2B, ce qui permet l’expression de transcrits 
anormaux entre l’exon 1b de RUNX1 et l’intron 1 de SV2B (brin anti-sens). Enfin, une 
large délétion ciblant le gène SLCO3A1 et possiblement ses séquences adjacentes a aussi 
été observée. 
  
 
247
 
Une cassure dans l’intron 1b de RUNX1 est une caractéristique qui était, à ce jour, 
unique à la t(12;21)(p13;q22). L’existence d’une telle cassure signe une altération de 
l’expression du transcrit RUNX1c par dissociation du promoteur P1 des exons qu’il 
régule (c’est-à-dire des exons 1b à 8). Tel que démontré par qRT-PCR, l’expression du 
transcrit RUNX1c est grandement réduite dans les cellules présentant la 
t(15;21)(q26.1;q22) pouvant mener à une réduction de l’expression de l’isoforme 
protéique de 480 acides aminés. RUNX1 est un gène dont l’expression et le dosage sont 
fortement contrôlés. Un dosage inadéquat de RUNX1, soit par augmentation 
(amplification) ou par réduction (délétion ou mutation), représente une condition menant 
au développement hématopoïétique anormal, tel que décrit dans les LAL, dans le 
désordre FPD et dans les LAM. Malgré que des études protéiques n’ont pas été réalisées 
sur ce spécimen, nos analyses nous permettent de postuler qu’une réduction de 
l’isoforme RUNX1c est rencontrée dans les cellules présentant cette t(15;21)(q26.1;q22). 
De plus, nos données d’expression appuyées par les analyses de FISH suggèrent 
également une réduction possible de l’expression des exons 4 à 5 de RUNX1 indiquant 
que les transcrits RUNX1b et RUNX1a exprimés à partir du promoteur P2 de l’allèle 
réarrangé puissent aussi être affectés. Ceci dit, des formes protéiques tronquées de 
RUNX1 pourraient hypothétiquement être traduites et être exprimées à partir de sites 
alternatifs de la traduction de RUNX1 dans ces cellules. Tel que discuté dans 
l’introduction, la fonction des différentes isoformes protéiques de RUNX1 est très peu 
étudiée. L’expression des transcrits de RUNX1 (RUNX1b versus RUNX1c) a été analysée 
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par qRT-PCR dans les cellules de la moelle osseuse humaine totale et dans les 
CSH/progéniteurs CD34+/CD38- purifiés (Tsuzuki et al., 2007; Challen and Goodell 
2010). L’analyse de la moelle osseuse totale adulte a démontré que l’expression de 
RUNX1 était majoritairement due à la forme RUNX1b (< 80 %). Selon Challen et 
collaborateurs, RUNX1c est une forme plus rare exprimée dans la moelle totale qui 
semble hautement spécifique aux CSH/progéniteurs (CD34+/CD38-) puisque plus de 
80 % de l’expression totale de RUNX1 dans ces cellules est due à ce transcrit (Challen 
and Goodell 2010). Par ailleurs, l’équipe de Tsuzuki et collaborateurs qui a aussi étudié 
la distribution des transcrits de RUNX1 (RUNX1b/c versus RUNX1a) a plutôt utilisé des 
cellules dérivées de sang de cordon humain ainsi qu’une technique de RT-PCR avec des 
amorces localisées dans l’exon 5 et 7a (RUNX1a) ou 7b (RUNX1b/c). Malgré une 
expression prédominante des transcrits RUNX1b/c rapportée dans tous les 
compartiments cellulaires analysés par ces auteurs (CD34+/progéniteurs, CD15+/cellules 
myélomonocytaires et CD36+/cellules érythroïdes), ils suggèrent que la forme RUNX1a 
serait seulement observée dans le compartiment CD34+, mais toujours en nombre 
inférieur par rapport aux formes RUNX1b/c (ratio 1:6) (Tsuzuki et al., 2007). Puisque la 
forme RUNX1c seule n’a pas été étudiée par Tsuzuki et collaborateurs, il nous est 
difficile de conclure avec certitude que la forme RUNX1c représente le transcrit le plus 
exprimé dans la population de CSH/progéniteurs adultes CD34+/CD38-.  
 
Challen et collaborateurs ont aussi démontré que la surexpression rétrovirale de 
RUNX1b ou de RUNX1c dans les cellules CD34+/CD38- isolées de moelle osseuse 
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adulte induit la quiescence de ces cellules via l’activation possible de la voie NOTCH et 
de sa cible Hes1 (Challen and Goodell 2010). RUNX1c semble donc contrôler, de façon 
négative, la prolifération des CSH/progéniteurs lors de l’hématopoïèse adulte. Tel que 
vu dans la section 4.6, une expression lentivirale de RUNX1a dans des cellules de sang 
de cordon humain favorise plutôt la prolifération des cellules hématopoïétiques 
CD34+/CD38- (Tsuzuki et al., 2007). Selon ces données, un rôle opposé des formes 
RUNX1c et RUNX1a dans la régulation de la prolifération/expansion des progéniteurs 
CD34+ adultes peut être proposé. Puisque l’expression de RUNX1c est réduite dans les 
cellules du cas 08H131 avec t(15;21)(q26.1;q22), nous pouvons émettre l’hypothèse que 
cette réduction d’expression pourrait entraîner une perte d’un des contrôles négatifs 
agissant sur la prolifération des CSH/progéniteurs et pourrait favoriser la prolifération de 
la population de cellules plus immatures à l’origine de cette MPAL. Dans le cas 
08H131, une t(9;22)(q34;q11.2) s’exprime possiblement comme anomalie génétique 
primaire. La CSL exprimant la t(9;22)(q34;q11.2) est décrite comme une CSH 
quiescente relativement résistante à des thérapies capables d’éradiquer les cellules en 
division rapide. Il est donc possible que la réduction d’expression de RUNX1c dans ces 
cellules, suite à l’acquisition de la t(15;21)(q26.1;q22), puisse conférer un avantage 
prolifératif aux CSL co-exprimant les t(9;22)(q34;q11.2) et t(15;21)(q26.1;q22). 
 
La délétion ciblant le gène SLCO3A1 détectée dans les cellules de MPAL avec 
t(15;21)(q26.1;q22) pourrait aussi avoir un rôle dans la pathogenèse de cette leucémie, 
quoique la possibilité d’un variant normal n’ait pas été exclu. Afin d’éclaircir ceci, une 
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étude d’un plus grand nombre de cas de ce type de leucémie, en utilisant la technique de 
« SNParray » avec une étude de l’ADN normal pairé à chaque cas, serait nécessaire. De 
façon intéressante, SLCO3A1 est un transporteur à anion organique capable de 
permettre le passage de larges composés organiques et de composés toxiques vers 
l’intérieur de la cellule. Une corrélation peut être établie avec le transporteur hOCT1 
(aussi SLC22A1) lequel code pour un transporteur organique de cation de la famille des 
OATP qui permet le transport actif de l’Imatinib (Gleevec/STI-571) vers l’intérieur de la 
cellule (Schiffer et al., 2003; Thomas et al., 2004). hOCT1 a été démontré comme un 
facteur important de la réponse à l’Imatinib chez les patients en phase chronique de la 
LMC (Engler et al., 2011). Des publications supportent que certains membres de la 
famille OATP/SLCO dont notamment SLCO1B3, un autre transporteur d’anion 
organique, puissent aussi permettre le passage de larges cations organiques incluant 
certaines drogues dont l’Imatinib (Nambu et al., 2011). 
 
Enfin, la t(15;21)(q26.1;q22) permet l’expression d’une portion de l’ADN du brin anti-
sens de l’intron 1 de SV2B. Ce phénomène n’a été rapporté, à notre connaissance, qu’une 
seule fois lors d’une fusion impliquant ETV6 chez un patient ayant une LMMC 
transformée en LAM. Normalement, le brin d’ADN anti-sens ne permet pas la 
traduction de protéines, mais sert plutôt de matrice pour la création d’ARNm. Le brin 
anti-sens sert à la conservation de la séquence d’ADN puisqu’il possède des bases 
complémentaires au brin codant. Il est donc identique à l’ARNm qui sera engendré par 
le brin sens codant. Or, afin qu’il ne soit pas transcrit, le sens de la transcription est 
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inversé (3’→5’). Le point de cassure dans l’intron 1 de SV2B altère possiblement la 
traduction de la protéine exprimée à partir du transcrit 1 puisque le cadre de lecture 
débute dans l’exon 1b de SV2B, mais permet cependant une expression normale du 
variant 2. Malgré qu’aucune fonction connue ne nous permette d’établir de lien entre un 
réarrangement de SV2B et la leucémie, la structure complexe et atypique de cette 
translocation suggère qu’un ou les deux acteurs de cette translocation puissent contribuer 
au processus de leucémogenèse.  
  
 
252
7. Profil d’expression des cibles des fusions RUNX1 
7.1 Études d’expression des gènes CEBPA et CRT dans les 
leucémies primaires et lignées de cancers hématologiques 
Suite à la caractérisation moléculaire des translocations t(7;21)(p22;q22), 
t(1;21)(p22;q22), t(8;21)(q23.3;q22) et t(15;21)(q26.1;q22), nous nous sommes 
intéressées à évaluer si ces différentes fusions RUNX1 partageaient des cibles communes 
de dérégulation transcriptionnelle. Nous avons ainsi débuté une étude d’expression 
d’une variété de cibles déjà connues de la fusion RUNX1-RUNX1T1, dont l’expression 
est modifiée dans les cellules leucémiques primaires présentant cette anomalie. Il est 
accepté que la fusion RUNX1-RUNX1T1 puisse déréguler les niveaux d’expression de 
plusieurs cibles dépendantes de RUNX1 sauvage telles que CDKN1A, CSF1R, P14ARF 
de même que l’expression de certaines autres cibles n’exprimant pas de séquence 
consensus de RUNX1, c’est-à-dire indépendantes de la régulation par ce facteur de 
transcription (exemple : CEBPA). Parmi une vaste gamme de cibles, nous avons 
sélectionné certains gènes régulateurs spécifiquement impliqués dans la différenciation 
hématopoïétique (CEBPA, SPI1 et CRT/calréticuline) ainsi que certaines composantes 
de la voie Wnt impliquées dans l’auto-renouvellement des CSH (JUP/γ-
catenine/CTNNG1, CTNNB1/β-catenine, CCND1/cycline D1 et MYC). 
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CEBPA est un facteur de transcription de type « engagé et lignée spécifique » impliqué 
dans la différenciation de la lignée myéloïde et plus spécifiquement dans la 
différenciation de la lignée granulocytaire (neutrophiles) (Koschmieder et al., 2009; 
Reckzeh and Cammenga 2010). CEBPA s’exprime faiblement dans les CSH et son 
expression augmente progressivement dans les CMP puis dans les GMP afin de 
permettre le développement des granulocytes matures (Koschmieder et al., 2009). 
CEBPA s’exprime en une longue et une courte forme de 42 kDa et de 30 kDa 
respectivement. Seule la longue forme est capable d’interagir avec l’appareil 
transcriptionnel (TBP/TF-IIB et p300/CBP) grâce à son domaine de transactivation 
(TAD1) localisé en position N-terminale tandis que les deux isoformes, exprimant les 
domaines TAD2 et bZIP « basic leucine zipper » localisés en position C-terminale, 
permettent la liaison à l’ADN et les interactions avec les autres facteurs de transcription 
et les complexes de remodelage de la chromatine (SWI/SNF) (Reckzeh and Cammenga 
2010). L’expression de CEBPA est contrôlée par une variété de protéines incluant 
hnRNP E2, PDI « protein disulfide isomerase » et la protéine CRT. La protéine CRT est 
multi-fonctionnelle et ses fonctions ne sont que partiellement comprises (protéine 
chaperone, liaison aux ions calcium, régulation de l’expression génique, etc.) 
(Mendlovic and Conconi 2011). Chacune de ces protéines a pour fonction de bloquer la 
traduction de CEBPA suite à une liaison à l’ARNm du gène (Perrotti et al., 2002; 
Timchenko et al., 2002; Haefliger et al., 2011). CEBPA est capable d’auto-régulation 
par la liaison de son domaine bZIP à son propre promoteur et demeure, jusqu’à 
maintenant, le seul facteur capable d’activer l’expression du gène (Timchenko et al., 
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1995). Malgré une interaction décrite entre le domaine RHD et le domaine bZIP de 
CEBPA, RUNX1 n’a pas encore été impliqué dans l’activation de CEBPA sur le plan 
transcriptionnel, représentant donc à présent, une cible indirecte de cet important 
régulateur. 
 
Dans les cancers hématologiques, un arrêt de maturation de la lignée myéloïde est 
souvent observé, pouvant être partiellement expliqué par une dérégulation de CEBPA. 
Notamment, l’ARNm de CEBPA et la protéine sont diminués dans la lignée Kasumi-1 et 
dans les leucémies primaires avec anomalies du CBF incluant la t(8;21)(q22;q22) et 
l’inv(16)(p13q22) (Pabst et al., 2001; Cilloni et al., 2003; Pabst and Mueller 2007; 
D'Alo et al., 2008; Hackanson et al., 2008). L’ARNm de CEBPA n’est cependant pas 
réduit dans les cellules présentant une t(3;21)(q26;q22), mais une réduction de la 
protéine est observée suite à une augmentation de l’activité de CRT dans ces cellules 
(Helbling et al., 2004). L’expression de l’ARNm de CRT n’a été évaluée que dans les 
LAM M4 avec ou sans inv(16)(p13q22), révélant une augmentation de l’ARNm de 8,2 
fois et des niveaux plus élevés de la protéine chez les patients avec inv(16)(p13q22) 
(Helbling et al., 2005). La protéine CEBPA est également réduite dans la LMC-PB suite 
à l’expression augmentée de hnRNP E2 (Perrotti et al., 2002), démontrant les différentes 
méthodes employées par une cellule afin d’altérer les processus essentiels de 
l’hématopoïèse normale et de la différenciation granulocytaire.  
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Deux études de qRT-PCR ont été entreprises afin d’étudier l’expression des gènes 
CEBPA, CRT, JUP et MYC dans différents groupes de leucémies (Table 2.7). Lors d’une 
première étude, l’ADNc a été synthétisé à partir de l’ensemble « SuperScript® First-
Stand Synthesis System for RT-PCR » de Invitrogen et d’amorces « random primers ». 
Trois moelles normales (un patient avec moelle morphologiquement normale et deux 
moelles de donneurs sains), vingt spécimens de leucémies avec des réarrangements 
récurrents du CBF [t(8;21)(q22;q22), n = 10 ; inv(16)(p13q22), n = 10], treize spécimens 
avec un caryotype normal (NK), deux lignées leucémiques avec un réarrangement de 
RUNX1 (REH et Kasumi-1) et cinq spécimens avec une translocation plus rare de 
RUNX1 regroupant les quatre cas précédemment décrits avec t(7;21)(p22;q22)/RUNX1-
USP42, t(1;21)(p22;q22)/RUNX1-CLCA2, t(8;21)(q23.3;q22)/RUNX1-TRPS1 et 
t(15;21)(q26.1;q22)/RUNX1-SV2B ainsi qu’un cas de LMC-PB présentant une 
t(1;21)(p36;q22) et exprimant une fusion RUNX1-PRDM16 (Hazourli et al., 2006) ont 
été analysés lors de cette étude préliminaire (Table 2,7 et annexe, table 9.6). La fusion 
RUNX1-PRDM16, étudiée dans notre laboratoire, permet la création de chimères de 
fusion ainsi que l’émergence d’isoformes tronquées de RUNX1 suite à la traduction des 
huit transcrits de fusion « in-frame » et « out-of-frame » identifiés dans les cellules 
leucémiques de ce cas (Hazourli et al., 2006). 
 
Les résultats de cette première étude ont été confirmés dans une seconde expérience 
indépendante utilisant les mêmes amorces/sondes de qRT-PCR et les mêmes contrôles 
endogènes, mais un système de synthèse d’ADNc ainsi que des calibrateurs différents 
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(moelles normales dérivées de donneurs sains uniquement) (Table 2.7 ; annexe, table 
9.7). Dans l’étude de validation, trois moelles normales, dix-sept spécimens de 
leucémies avec des réarrangements récurrents du CBF [t(8;21)(q22;q22), n = 10 ; 
inv(16)(p13q22), n = 7], quinze leucémies avec caryotype normal (NK), quatre 
leucémies M2 avec un caryotype anormal sans t(8;21)(q22;q22), les lignées leucémiques 
REH et Kasumi-1 ainsi que cinq spécimens avec une translocation plus rare de RUNX1 
[t(7;21)(p22;q22)/RUNX1-USP42, t(1;21)(p22;q22)/RUNX1-CLCA2, 
t(8;21)(q23.3;q22)/RUNX1-TRPS1, t(15;21)(q26.1;q22)/RUNX1-SV2B, 
t(1;21)(p36;q22)/RUNX1-PRDM16] ont été étudiés (Annexe, table 9.7). Les niveaux 
d’expression de CEBPA, CRT, JUP, MYC ainsi que de deux autres cibles (CCND1 et 
CTNNB1) ont été analysés dans ces 46 spécimens. L’ADNc de ces spécimens a été 
synthétisé à partir de l’ensemble « High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit » de 
ABI et d’amorces « random primers ». Pour chacune des deux études (préliminaire et 
validation), la moyenne des trois moelles normales et le gène HPRT ont respectivement 
servi de calibrateur et de contrôle endogène (Table 2.7). Les statistiques ont été 
effectuées sur les données de l’étude de validation, à l’aide du test non paramétrique 
Mann-Whitney. L’expression des gènes CEBPA et CRT sera d’abord présentée. 
 
RUNX1 
n =5
t(8;21) 
n =10
Inv(16) 
n =7
NK   
n =15
CEBPA 0,34 0,48 0,53 1,04
CRT 0,38 1,70 1,61 0,70
JUP 5,21 23,87 11,23 1,71
MYC 1,13 2,98 2,21 0,94  
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Table 7.1. Valeurs moyennes de quantification relative obtenues pour les gènes 
CEBPA, CRT, JUP et MYC étudiés dans chacun des quatre principaux groupes de 
leucémies de l’étude préliminaire. RUNX1, patients ayant une anomalie plus rare de 
RUNX1, excluant les t(8;21)(q22;q22) et t(3;21)(q26;q22) ; t(8;21), patients avec 
t(8;21)(q22;q22) ; inv(16), patients avec inv(16)(p13q22); NK, patients avec un 
caryotype normal. 
 
 
Figure 7.1. Valeurs de quantification relative obtenues pour les gènes CEBPA et 
CRT dans les cellules primaires de patients leucémiques, de lignées leucémiques et 
de moelles normales. (A) L’expression de l’ARNm de CEBPA a été analysée dans 41 
spécimens de leucémies aigues myéloïdes (LAM) primaires (LAM avec maturation 
ayant un caryotype anormal sans t(8;21)(q22;q22)(M2), n = 4 ; avec inv(16)(p13q22), 
n = 7 ; avec t(8;21)(q22;q22), n = 10 ; avec caryotype normal (NK), n = 15 ; avec 
anomalie plus rare de RUNX1, n = 5), deux lignées leucémiques avec fusions RUNX1 
(Kasumi-1, REH) ainsi que dans trois moelles normales (NBM, calibrateur). Une 
différence significative d’expression a été observée, selon le test Mann-Whitney, entre 
les groupes de LAM avec t(8;21)(q22;q22) et NK (**, p = 0,0092) et de LAM avec 
anomalie plus rare de RUNX1 et NK (*, p = 0,0465). L’expression de CEBPA est plus 
élevée dans les cellules du patient avec t(7;21)(p22;q22) (RQt(7 21) = 6,08 versus 
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RQRUNX1 = 2,49) que dans les autres cas avec fusions plus rares de RUNX1. Les données 
de l’étude de validation sont présentées. (B) L’expression de l’ARNm de CRT a été 
analysée dans cette même cohorte de 41 patients. Aucun groupe de leucémies ne 
présentait de dérégulation supérieure à 5. Une expression moyenne environ deux fois 
supérieure par rapport au calibrateur a été observée pour les groupes M2, 
inv(16)(p13q22), t(8;21)(q22;q22) et NK. Une valeur de RQ à 1,8 a été observée dans 
les cellules du patient avec t(7;21)(p22;q22), cette valeur étant supérieure à la moyenne 
du groupe RUNX1 (RQ = 0,85). Les données de l’étude de validation sont présentées. La 
moyenne et le SEM « standard error of the mean » (barres d’erreur) sont indiqués pour 
chaque groupe de patients. Le gène HPRT et la moyenne de trois moelles normales ont 
respectivement servi de contrôle endogène et de calibrateur (ligne horizontale pointillée) 
dans cette étude.  
 
Dans ces études, nous avons détecté puis confirmé une diminution significative des 
niveaux d’ARNm de CEBPA dans le groupe de leucémies avec t(8;21)(q22;q22) par 
rapport au groupe de leucémies NK (RQt(8;21) = 3,08 versus RQNK = 8,64 ; **, 
p = 0,0092) (Fig. 7.1A et table 7.2). Une réduction des niveaux d’ARNm de CEBPA a 
aussi été détectée dans le groupe génétique avec inv(16)(p13q22) par rapport au groupe 
NK, mais cette différence n’est pas statistiquement significative (RQinv(16) = 3,57 versus 
RQNK = 8,64, p = 0,12) (Fig. 7.1A et table 7.2). Une réduction significative d’expression 
de CEBPA a aussi été détectée entre les groupes de leucémies avec anomalies plus rares 
de RUNX1 et avec NK (RQRUNX1 = 2,49 versus RQNK = 8,64, p = 0,0465) et cette 
différence est d’autant plus significative lorsque tous les patients avec anomalies de la 
bande 21q22, incluant les t(8;21)(q22;q22) et les réarrangements plus rares de RUNX1, 
sont regroupés et comparés au groupe de LAM NK (p = 0,0037). Plus spécifiquement, 
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une importante réduction des niveaux d’ARNm de CEBPA a été observée pour les 
échantillons avec t(1;21)(p22;q22)/RUNX1-CLCA2, t(8;21)(q23.3;q22)/RUNX1-TRPS1, 
t(15;21)(q26.1;q22)/RUNX1-SV2B et t(1;21)(p36;q22)/RUNX1-PRDM16 
(RQt(1;21)/CLCA2 = 1,36 ; RQt(8;21) = 2,28 ; RQt(15;21)/SV2B = 1,34 et RQt(1;21)/PRDM16 = 1,39 
versus RQNK = 8,64) et ce, dans les deux études. Parmi les échantillons étudiés avec 
anomalies plus rares de RUNX1, seul le spécimen avec t(7;21)(p22;q22) ne présentait 
pas de réduction significative des niveaux d’ARNm de CEBPA par rapport au groupe de 
leucémies NK (RQt(7;21) = 6,08 versus RQNK = 8,64) (Fig. 7.1A). Ce résultat demeure 
toutefois à confirmer dans un plus grand nombre de cas avec fusion RUNX1-USP42.  
 
La dérégulation de CEBPA (modèle murin « knock-out » CEBPA-/- ou mutation) mène à 
un arrêt de la maturation granulocytaire et à l’accumulation de cellules myéloïdes 
immatures dans la moelle des souris présentant ces anomalies (Pabst and Mueller 2007; 
Reckzeh and Cammenga 2010). L’altération de CEBPA sur le plan transcriptionnel et 
traductionnel a principalement été étudiée par l’équipe du Dr Thomas Pabst qui a 
rapporté que la réduction de la protéine CEBPA concorde avec une augmentation de 
l’activité de CRT dans les LAM avec t(3;21)(q26;q22) et avec une augmentation de 
l’ARNm et de la protéine CRT dans les LAM M4Eo avec inv(16)(p13q22). Nos 
analyses de l’ARNm de CRT n’ont cependant pas démontré de surexpression 
significative de ce gène, c’est-à-dire supérieure à 5, dans aucun des groupes de 
leucémies étudiés et ce, dans les deux études. Or, une expression près de deux fois 
supérieure à la normale a été observée dans le groupe de LAM M4Eo avec 
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inv(16)(p13q22), concordant avec la littérature (RQinv(16) = 1,88), ainsi que dans le 
groupe de leucémies avec t(8;21)(q22;q22) (RQt(8;21) = 2,25), et ce, dans les deux études 
(Fig 7.1B) (Helbling et al., 2005). Dans les cellules de la lignée REH ainsi que dans les 
cellules leucémiques de quatre spécimens avec une anomalie plus rare de RUNX1 
[t(1;21)/PRDM16, t(1;21)/CLCA2, t(8;21)/TRPS1 et t(15;21)/SV2B], une expression 
inférieure à la normale a été observée dans les deux études (RQREH = 0,32, 
RQt(1;21)/PRDM16 = 0,49, RQt(1;21)/CLCA2 = 0,77, RQt(8;21) = 0,63 et RQt(15;21)/SV2B = 0,54) 
(Fig. 7.1B). Or, une modeste augmentation de l’expression de CRT a été notée lors de 
l’étude de validation pour le groupe de leucémies NK, dans les cellules du patient avec 
t(7;21)(p22;q22) et dans la lignée Kasumi-1 (RQNK = 2,02 ; RQt(7;21) = 1,82 ; RQKasumi-
1 = 1,68).  
 
En résumé, une importante réduction de CEBPA ainsi qu’une augmentation de près de 
deux fois de l’ARNm de CRT ont été observées dans les LAM avec t(8;21)(q22;q22) et 
inv(16)(p13q22). De façon similaire à ces LAM, la majorité des leucémies avec 
anomalies plus rares de RUNX1 présentent également une importante réduction de 
CEBPA, à l’exception du cas avec t(7;21)(p22;q22). Chez ces patients, la diminution de 
CEBPA ne corrèle pas avec une augmentation de CRT, suggérant l’existence d’autres 
mécanismes expliquant la réduction transcriptionnelle de CEBPA dans ces cellules. Tel 
que mentionné précédemment, les protéines CRT, hnRNP E2 ou PDI ne causent pas la 
dégradation de l’ARNm de CEBPA. En effet, il a été suggéré que la fusion RUNX1-
RUNX1T1 puisse réduire l’expression de CEBPA par la suppression indirecte de l’auto-
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régulation de ce facteur (Pabst et al., 2001). Or, lorsque la fusion RUNX1-RUNX1T1 ou 
RUNX1-EVI1 s’exprime, non seulement l’auto-régulation du gène CEBPA est abolie, 
mais la transcription semble aussi être réprimée par la fusion (Pabst et al., 2001; Tokita 
et al., 2007). Récemment, il a été rapporté, dans une étude utilisant des cellules NIH3T3, 
que RUNX1 puisse lier le promoteur murin de Cebpa et que ce dernier soit deux fois 
plus activé par RUNX1, suggérant, pour la première fois, une possible régulation de 
Cebpa par RUNX1. Des éléments en tandem respectant les séquences consensus de 
RUNX1 ont été identifiés sur le promoteur murin de Cebpa et ces sites sont aussi 
identifiés au sein du promoteur humain. Cependant, l’interaction directe entre RUNX1 et 
le promoteur humain de CEBPA est toujours en investigation (Guo and Friedman 2010). 
Une suppression de l’auto-régulation et un possible pouvoir de répression 
transcriptionnelle pourraient être conférés par les fusions RUNX1-PRDM16, RUNX1-
TRPS1, RUNX1-CLCA2 et RUNX1-SV2B. L’absence d’une réduction significative de 
CEBPA dans les cellules avec fusion RUNX1-USP42 est cependant intrigante. Puisque 
l’allèle normal de RUNX1 ainsi que les mutations du domaine RHD ont été étudiées 
dans ces cellules, une interaction entre la protéine CEBPA et la chimère RUNX1-USP42 
est théoriquement possible, via le domaine bZIP et le RHD. Cependant, aucun domaine 
d’activation ni de répression transcriptionnelle n’a encore été identifié dans la protéine 
USP42, nous permettant de proposer que l’incapacité de cette fusion à recruter des co-
répresseurs au promoteur de CEBPA puisse, du moins en partie, expliquer ce résultat. 
Puisque ni la transcription de CEBPA ni de SPI1 (données présentées à la section 7.2) 
n’est réprimée par RUNX1-USP42, cette hypothèse est plausible. 
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7.2 Études d’expression des protéines SPI1, CEBPA et CRT 
dans les leucémies primaires et lignées de cancers 
hématologiques 
Nos études d’expression de CEBPA et de CRT ont révélé une importante diminution des 
niveaux d’ARNm de CEBPA dans les cellules des patients avec anomalies plus rares de 
RUNX1, à l’exception du patient avec t(7;21)(p22;q22). En raison de l’absence de 
répression transcriptionnelle de CEBPA dans ces cellules, nous avons poursuivi notre 
travail avec une étude de l’expression de la protéine CEBPA, de la protéine CRT et du 
facteur de transcription SPI1 dans les cellules de ce spécimen afin d’évaluer une 
dérégulation potentielle sur le plan traductionnel. Des études en western blot ont été 
réalisées sur les protéines totales extraites des cellules mononuclées de huit lignées de 
cancers hématologiques (Table 2.8) et de quatre échantillons de leucémies primaires 
incluant le spécimen avec t(7;21)(p22;q22), un spécimen de LAM avec t(8;21)(q22.q22) 
ainsi que deux spécimens de LAM avec inv(16)(p13q22) (Table 2.9). Les anticorps 
contre les protéines SPI1 (Santa Cruz ; dilution : 1/1000, poids prédit : 31 kDa, poids 
observé : 40 kDa), CEBPA (Abcam ; dilution 1/10000, poids prédit et observé : 42 kDa 
et 30 kDa) et CRT (Sigma ; dilution 1/50000, poids prédit et observé : 55 kDa) ont été 
séquentiellement utilisés alors que l’alpha tubuline (Sigma ; dilution 1/5000, poids prédit 
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et observé : 50 kDa) a servi de contrôle de charge pour chaque échantillon étudié (Table 
2.10). 
 
Le facteur de transcription SPI1 est considéré comme un régulateur « engagé » lequel 
est, à la fois, impliqué dans la régulation des CSH et dans la différenciation des 
monocytes/macrophages et des lymphocytes B. Il s’exprime très tôt dans les CSH et son 
expression augmente afin de permettre la transition de la CSH vers les CLP (Tenen 
2003; Huang et al., 2008). Lors de la lymphopoïèse B, une augmentation graduelle de 
SPI1 est perçue de la CSH vers le lymphocyte B mature, toutefois son expression 
demeure globalement faible dans cette lignée afin de favoriser la différenciation B (Back 
et al., 2005; Ramirez et al., 2010). Une plus forte concentration de SPI1 est retrouvée 
dans les cellules myéloïdes. Son expression augmente avec la différenciation du CMP 
vers le GMP, permettant la différenciation des monocytes/macrophages alors que de 
plus faibles niveaux supportent plutôt la production de granulocytes (Tenen 2003; 
Huang et al., 2008; Burda et al., 2010; Ramirez et al., 2010). Dans les leucémies 
monoblastiques, une réduction de l’ARNm de SPI1 a été rapportée (D'Alo et al., 2008). 
Dans les leucémies avec fusion RUNX1-RUNX1T1, un mécanisme différent est 
cependant rapporté, impliquant plutôt une liaison de la chimère au domaine β3β4 de 
SPI1. Suite à cette interaction entre RUNX1-RUNX1T1 et SPI1, le co-activateur JUN ne 
peut plus interagir avec SPI1, causant une réduction de son pouvoir d’activation 
transcriptionnelle (Vangala et al., 2003). Puisque le gène SPI1 est une cible directe de 
RUNX1 laquelle est activée dans les CSH puis dans les cellules myéloïdes CMP et 
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GMP, mais réprimée dans les MEP (Huang et al., 2008), son expression a donc été 
évaluée dans les cellules de spécimens de LAM présentant ou non un réarrangement de 
RUNX1 incluant le spécimen avec t(7;21)(p22;q22) afin de vérifier si cet important 
régulateur des lignées myéloïde et lymphoïde B était altéré sur le plan transcriptionnel et 
traductionnel.  
 
D’abord, une qRT-PCR étudiant l’expression de l’ARNm de SPI1 a été réalisée dans les 
cellules de spécimens de leucémies primaires présentant une t(8;21)(q22;q22) (n = 6), 
une inv(16)(p13q22) (n = 6) ou une t(7;21)(p22;q22) (n = 1) et de moelles normales 
(n = 3) à l’aide d’amorces et de sondes ciblant les exons 1-2 et 3-4 du gène. 
L’expression a été comparée au gène contrôle GAPDH et à la moyenne des trois moelles 
normales servant de calibrateur. Aucune réduction d’expression de SPI1 n’a été détectée 
dans les cellules primaires du patient présentant la t(7;21)(p22;q22) ni dans aucun autre 
des échantillons leucémiques présentant une t(8;21)(q22;q22) ou une inv(16)(p13q22) 
(résultats non présentés). L’expression de SPI1 était similaire à l’expression moyenne de 
trois moelles normales, suggérant l’absence de dérégulation transcriptionnelle de SPI1 
dans ces cellules.  
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Figure 7.2. Expression des protéines SPI1, CEBPA et CRT dans les lignées 
leucémiques myéloïdes et lymphoïdes. Expression protéique de SPI1 (40 kDa), de 
CEBPA (32 et 40 kDa) et de CRT (55 kDa) dans les cellules des lignées de leucémies 
aiguës myéloïdes (Kasumi-1, OCI-AML3, MONO-MAC1, HL-60 et KG-1), de 
leucémie myéloïde chronique en phase blastique (K562) et de leucémies aiguës 
lymphoïdes B (REH et KOPN-8). La tubuline sert de contrôle de charge pour chacun des 
échantillons évalués. 
 
L’expression protéique de SPI1 a ensuite été évaluée, parallèlement à l’expression des 
protéines CEBPA et CRT, dans les lignées leucémiques puis a été étudiée dans les 
spécimens de leucémies primaires. Une faible expression de SPI1 a été détectée dans les 
deux lignées de LAL-B étudiées par rapport aux lignées de LAM (REH et KOPN-8 
versus Kasumi-1, HL-60, OCI-AML3, MONO-MAC1 et KG-1), confirmant les résultats 
publiés antérieurement (Fig. 7.2) (Back et al., 2005; Ramirez et al., 2010). Dans la lignée 
de LMC-PB K562, une absence ou une très faible expression de la protéine SPI1 a été 
observée, étant également conforme avec la littérature (Fig. 7.2) (Perrotti et al., 2002; 
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Tenen 2003). Enfin, une réduction de SPI1 a été observée dans la lignée Kasumi-1 par 
rapport aux autres lignées myéloïdes.  
 
Pour ce qui est de la protéine CEBPA, aucune expression n’a été détectée dans les 
lignées de LAL-B étudiées et dans les lignées K562 et Kasumi-1, tel que rapporté (Fig. 
7.2) (Pabst et al., 2001; Cilloni et al., 2003; Schuringa 2010). Cependant, une expression 
de CEBPA a été notée dans les autres lignées étudiées dérivant de néoplasies de la lignée 
myéloïde (forte expression : OCI-AML3 et MONO-MAC1 ; faible expression : HL-60 
et KG-1).  
 
Afin de pouvoir interpréter les variations d’expression de CEBPA retrouvées dans les 
lignées K562, Kasumi-1, HL-60 et KG-1, l’expression de la protéine CRT a été étudiée. 
Une expression augmentée de CRT a été observée dans les lignées Kasumi-1 et HL-60, 
pouvant expliquer une absence ou une faible expression de CEBPA dans ces lignées 
(Fig. 7.2). Dans la lignée K562, l’expression de CRT était toutefois semblable à celle 
détectée dans les lignées de leucémies myéloïdes OCI-AML3, MONO-MAC1 et KG-1 
(Fig. 7.2), appuyant plutôt un rôle rapporté pour la protéine hnRNP E2 dans les cas de 
LMC-PB (Perrotti et al., 2002).  
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Figure 7.3. Expression des protéines CEBPA, CRT et SPI1 dans les cellules 
mononuclées isolées de spécimens primaires et de lignées de leucémie aiguë 
myéloïde. (A) Expression protéique de SPI1 (40 kDa), de CEBPA (42 kDa) et de CRT 
(55 kDa) dans les cellules primaires du patient 04H120 avec t(7;21)(p22;q22), du patient 
03H083 avec t(8;21)(q22;q22) et des patients 07H099 et 03H109 avec inv(16)(p13q22). 
(B) Expression protéique de CEBPA et de CRT dans les cellules du patient 04H120 et 
dans les cellules des lignées Kasumi-1 et OCI-AML3.  
 
Une expérience similaire a été initiée sur les protéines totales extraites de quatre 
spécimens primaires de LAM afin d’étudier les variations d’expression des protéines 
SPI1, CEBPA et CRT sur le plan traductionnel. Concordant avec les résultats de qRT-
PCR suggérant une expression de l’ARNm de SPI1, de CEBPA et de CRT dans les 
cellules du spécimen avec t(7;21)(p22;q22), une expression des protéines SPI1, CEBPA 
et CRT a aussi été retrouvée (Figs. 7.3A-7.3B). Une expression similaire des protéines 
CEBPA, CRT et SPI1 a aussi été détectée dans trois autres spécimens primaires étudiés 
par western blot (Fig. 7.3A). Malgré des charges qui ne sont pas parfaitement 
équivalentes, les résultats d’une seconde expérience confirment que la protéine CEBPA 
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est exprimée dans les cellules du patient avec t(7;21)(p22;q22) ainsi que dans les cellules 
de la lignée OCI-AML3 alors qu’aucune expression n’est notée dans les cellules de la 
lignée Kasumi-1 (Fig. 7.3B). Une même comparaison par rapport aux cellules des 
lignées Kasumi-1 et OCI-AML3 a permis de révéler une expression nettement 
augmentée de la protéine CRT dans les cellules avec t(7;21)(p22;q22), supportant 
l’activation transcriptionnelle de CRT observée par qRT-PCR dans ces cellules (Figs. 
7.1, 7.3B). Ces résultats devront être validés dans une plus grande série de cas avec 
t(7;21)(p22;q22). 
 
Il est important de noter que les études protéiques sur des spécimens de leucémies 
primaires sont rares et réalisées sur un faible nombre d’échantillons ne permettant pas de 
révéler adéquatement l’hétérogénéité de ces cas (composition cellulaire et pourcentage 
de blastes). Bien que notre série inclut des échantillons de leucémies avec un 
pourcentage élevé de blastes (Table 2.9 ; le pourcentage indiqué correspond à celui noté 
à l’analyse morphologique avant la séparation par le Ficoll), la protéine CEBPA a été 
détectée dans chacun des spécimens étudiés avec t(8;21)(q22;q22) et avec 
inv(16)(p13q22) à l’aide d’un anticorps ciblant la région N-terminale de cette protéine. 
Ces résultats contrastent avec ceux rapportés dans la littérature [3 cas de LAM M2 avec 
t(8;21)(q22;q22) et 12 cas de LAM M4Eo avec inv(16)(p13q22) rapportés] (Pabst et al., 
2001; Helbling et al., 2005). Toutefois, un anticorps différent reconnaissant la région 
interne de CEBPA a été utilisé dans ces études.  
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7.3 Étude d’expression des composantes de la voie Wnt dans 
les lignées de cancers hématologiques et les leucémies 
primaires avec anomalies de RUNX1  
Afin de poursuivre notre étude des profils transcriptionnels des fusions RUNX1, nous 
nous sommes intéressées à la voie canonique de signalisation Wnt laquelle est activée 
dans les CSH et dans les néoplasies hématologiques par divers mécanismes (Mikesch et 
al., 2007). La voie Wnt est initiée par la liaison des protéines Wnt à un complexe 
récepteur composé d’un membre de la famille FZ « Frizzled » et de son co-récepteur 
LRP5/6 « lipoprotein receptor-related proteins 5 and 6 ». Lorsque la voie est activée, une 
cascade intracellulaire permet l’inactivation du complexe inhibiteur formé de l’axin, de 
l’APC et des kinases CK1 et GSK3β, ce qui mène ultimement à l’accumulation 
cytoplasmique de la β-catenine non-phosphorylée (CTNNB1). La CTNNB1 non-
phosphorylée peut alors transloquer au noyau où elle servira de co-activateur auprès du 
complexe de transcription TCF « T-cell factor »/LEF1 « lymphoid enhancer-binding 
factor 1 ». Ce complexe a pour fonction de réguler une variété de cibles dont MYC, la 
cycline D1 (CCND1), la cycline D2 (CCND2) et la survivine (BIRC5) (Figs. 7.4A-7.4B) 
(Staal and Clevers 2005). 
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Figure 7.4. Voie de signalisation canonique Wnt. (A) Voie Wnt inactive. Le complexe 
inhibiteur Axin/APC/GSK3β s’associe à la β-caténine puis phosphoryle cette dernière, 
menant à sa dégradation par le protéasome. (B) Activation de la voie par la liaison d’une 
molécule Wnt à son récepteur et co-récepteur Frizzled/LRP5/6. La liaison permet 
l’inactivation du complexe inhibiteur et la stabilisation de la β-caténine cytoplasmique. 
La β-caténine non-phosphorylée peut alors transloquer au noyau et se lier à TCF/LEF 
afin de permettre l’activation des cibles dépendantes de cette voie. Figure reproduite et 
adaptée avec la permission de Macmillan Publishers Ltd: Lab Invest. Luo J et 
al.;87(2):97-103, copyright 2007. 
 
Dans les LAM, l’ARNm de CTNNB1 est significativement plus élevé que dans les LAL, 
les LMC/SMP de même que dans les progéniteurs hématopoïétiques normaux (Serinsoz 
et al., 2004; Minke et al., 2009). Une augmentation de l’expression protéique de 
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CTNNB1, à divers degrés, a également été détectée dans 61 % des cas de LAM 
(Ysebaert et al., 2006). La méthylation d’inhibiteurs de la voie a aussi été décrite dans 
61-89 % des LAM (Griffiths et al., 2010; Hou et al., 2011). En somme, ces divers 
mécanismes employés par les cellules leucémiques démontrent l’existence de plusieurs 
stratégies menant à la dérégulation de la voie Wnt dans cette maladie. 
 
Malgré l’importante fonction de la voie Wnt décrite dans l’hématopoïèse embryonnaire, 
il a été démontré que CTNNB1 n’est pas normalement activée dans les GMP et que ni 
CTNNB1 ni son homologue JUP (anciennement nommé γ-catenine ou plakoglobine) 
n’est essentiel à l’auto-renouvellement des CSH adultes normales (Jeannet et al., 2008; 
Wang et al., 2010). Grâce à la surexpression des gènes murins Hoxa9 et Meis1a ou du 
gène de fusion MLL-MLLT3/AF9 humain dans les cellules de moelle osseuse de souris, 
Wang et collaborateurs ont établi que cette voie était essentielle lors du processus de 
leucémogenèse. Cette équipe a démontré que la différence entre une cellule GMP-
Hoxa9/Meis1 incapable d’induire une leucémie dans un modèle murin et une cellule 
LSK-Hoxa9/Meis1 ayant un potentiel transformant, résidait, entre autres, dans 
l’activation de CTNNB1 dans ces cellules LSK (Wang et al., 2010). Dans une autre 
étude chez la souris, une activation différentielle de la voie Wnt, traduite par une 
expression augmentée de CTNNB1, a aussi été observée entre les cellules Kit+ de moelle 
osseuse exprimant la fusion MLL-ENL suite à une transduction rétrovirale (cellules dites 
pré-leucémiques) et les cellules isolées d’une souris receveuse ayant acquis des 
évènements génétiques additionnels (cellules leucémiques) (Yeung et al., 2010). Cette 
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équipe a aussi démontré la dépendance de la CSL à CTNNB1 grâce à une stratégie 
d’ARN interférence, permettant de démontrer l’importance de la voie Wnt dans les 
leucémies avec fusion MLL-ENL et de proposer CTNNB1 comme une nouvelle cible 
thérapeutique pour l’éradication des CSL dans ces LAM (Yeung et al., 2010). 
L’activation de CTNNB1 s’avère donc être une étape importante de la transformation 
pour certains types d’anomalies génétiques et une composante non essentielle au 
maintien de l’auto-renouvellement des CSH normales adultes. De façon intéressante, 
Tonks et collaborateurs ont démontré que l’expression de RUNX1-RUNX1T1 dans des 
progéniteurs hématopoïétiques humains CD34+ purifiés à partir de cellules mononuclées 
de sang de cordon menait à l’activation transcriptionnelle de plusieurs gènes dont, entre 
autres, le gène JUP codant pour un homologue de CTNNB1 partageant 66 % 
d’homologie et 76 % de similarité avec ce dernier (Tonks et al., 2007).  
 
Dans le cadre de ce travail, nous avons évalué certaines composantes de cette voie Wnt. 
Puisque JUP était rapporté comme une cible activée dans les leucémies avec fusion 
RUNX1-RUNX1T1, nous avons émis l’hypothèse que cette activation pourrait également 
s’observer dans des spécimens présentant d’autres fusions RUNX1 malgré l’implication 
de partenaires variés. L’expression des gènes JUP et MYC a été étudiée parallèlement 
aux gènes CEBPA et CRT au sein de nos deux cohortes de patients (Annexe, tables 9.6-
9.7) alors que l’expression des gènes CTNNB1 et CCND1 a été étudiée parallèlement à 
JUP, MYC, CEBPA et CRT dans la seconde cohorte uniquement (Annexe, table 9.7). 
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Les statistiques ont été effectuées sur les données de l’étude de validation (seconde 
expérience) à l’aide du test non-paramétrique Mann-Whitney.  
 
RUNX1 
n =5
t(8;21) 
n =10
inv(16) 
n =7
NK    
n =15
CEBPA 2,49 3,08 3,57 8,64
CRT 0,85 2,25 1,88 2,02
JUP 7,09 19,74 7,97 2,16
CTNNB1 1,73 2,83 1,96 2,19
MYC 0,69 1,48 1,19 0,61
CCND1 4,57 3,47 0,39 0,65  
Table 7.2. Valeurs moyennes de quantification relative obtenues pour les gènes 
CEBPA, CRT, JUP, CTNNB1, MYC et CCND1 pour chacun des quatre principaux 
groupes de leucémies analysés dans l’étude de validation. RUNX1, patients avec 
anomalies plus rares de RUNX1 ; t(8;21), patients avec t(8;21)(q22;q22) ; inv(16), 
patients avec inv(16)(p13q22) ; NK, patients avec caryotype normal.  
 
Une importante surexpression de JUP, concordant avec la littérature, a d’abord été 
détectée dans le groupe de leucémies avec t(8;21)(q22;q22) (RQt(8;21) = 19,74 versus 
RQNK = 2,16 ; p = 0,0001) et a ensuite été validée dans la seconde étude (Fig. 7.6A, 
tables 7.1-7.2) (Muller-Tidow et al., 2004; Tonks et al., 2007). Une surexpression de 
JUP a également été observée dans le groupe de LAM avec inv(16)(p13q22) 
(RQinv(16) = 7,97 versus RQNK = 2,16 ; p = 0,0039) (Fig. 7.5A). De façon intéressante, 
trois des cinq spécimens ayant une anomalie plus rare de RUNX1 incluant les 
échantillons avec t(7;21)/USP42, t(8;21)/TRPS1 et t(15;21)/SV2B surexpriment aussi 
JUP avec un RQ supérieur à 10 (RQt(7;21) = 10,19 ; RQt(8;21) = 10,35 ; RQt(15;21) = 10,13) 
alors que les spécimens avec t(1;21)/PRDM16 et t(1;21)/CLCA2 présentent un RQ à 
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2,75 et 2,03 respectivement. Lorsque les cinq spécimens avec anomalies plus rares de 
RUNX1 sont regroupés, une différence significative d’expression est détectée entre ce 
groupe et le groupe de LAM NK (n= 15) (RQRUNX1 = 7,09 versus RQNK = 2,16 ; 
p = 0,0114). Cette différence est d’autant plus significative lorsque tous les spécimens 
avec une anomalie ciblant RUNX1 [t(8;21)(q22;q22) et anomalies plus rares ; n = 15] 
sont regroupés et comparés au groupe de LAM NK (RQ21q22 = 15,53 versus 
RQNK = 2,16 ; p < 0,0001). Enfin, une surexpression de JUP a été observée dans les 
cellules de la lignée Kasumi-1 ainsi que dans les cellules de la lignée de LAL-B REH 
(Fig. 7.5A).  
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Figure 7.5. Expression de quatre composantes de la voie Wnt (JUP, CTNNB1, 
CCND1 et MYC) dans des leucémies primaires, lignées leucémiques et moelles 
normales. (A) Une différence significative de l’expression de JUP est observée entre le 
groupe de LAM NK et les groupes de LAM avec t(8;21) (***, p = 0,0001), de LAM 
avec inv(16)(p13q22) (**, p = 0,0039) et de leucémies avec anomalies plus rares de 
RUNX1 (*, p = 0,0114), selon le test Mann-Whitney. La ligne pointillée indique le seuil 
de surexpression utilisé (RQ = 5) (B) Aucune différence significative d’expression de 
CTNNB1 est notée entre le groupe de LAM NK et les groupes de leucémies avec t(8;21), 
avec inv(16) ou avec anomalies plus rares de RUNX1. La valeur du calibrateur est 
représentée par une ligne horizontale pointillée. (C) Une différence d’expression 
significative de CCND1 est observée entre le groupe de LAM NK et les groupes de 
LAM avec t(8;21) (***, p = 0,0008) et de leucémies avec anomalies plus rares de 
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RUNX1 (*, p = 0,0447). La ligne pointillée indique le seuil de surexpression utilisé 
(RQ = 5). (D) Une différence d’expression significative de MYC est observée entre les 
groupes génétiques avec NK et avec t(8;21) (**, p = 0,0071). Aucune surexpression de 
MYC n’est observée dans les spécimens avec anomalies plus rares de RUNX1 et la 
moyenne d’expression de ce groupe est comparable au calibrateur (NBM). La moyenne 
d’expression et le SEM « standard error of the mean » (barre d’erreur) sont représentés 
pour chaque groupe de leucémies. La valeur du calibrateur est représentée par une ligne 
horizontale pointillée.  
 
Une différence d’expression a aussi été observée pour les gènes CCND1 (p = 0,0008) et 
MYC (p = 0,0071) entre les groupes génétiques de LAM avec NK et avec 
t(8;21)(q22;q22) suggérant une activation transcriptionnelle de ces cibles dans les 
échantillons leucémiques avec fusion RUNX1-RUNX1T1 (Figs. 7.5C-7.5D, tables 7.1-
7.2). Dans le groupe de leucémies avec anomalies plus rares de RUNX1, l’expression de 
MYC n’est pas différente du calibrateur ni du groupe de LAM NK alors qu’une 
augmentation moyenne de l’expression de CCND1 a été détectée (Figs. 7.5C-7.5D, table 
7.2). Toutefois, la surexpression de CCND1 a été observée pour deux des cinq 
spécimens présentant une anomalie plus rare de RUNX1 (RQt(7;21)/USP42 = 16,98 et 
RQt(1;21)/CLCA2 = 4,79), expliquant la moyenne plus élevée dans cette population 
(RQRUNX1 = 4,57 versus RQNK = 0,65 ; *, p = 0,0447). Par rapport à la moyenne des 
moelles normales, nous avons observé une expression près de deux fois plus élevée de 
l’ARNm de CTNNB1 dans chacun des quatre groupes génétiques étudiés [t(8;21), 
inv(16), NK, RUNX1], concordant avec la littérature sur ce sujet rapportant une 
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expression moyenne de CTNNB1 deux fois plus élevée dans les LAM (Table 7.2) 
(Serinsoz et al., 2004).  
 
Ces données nous permettent de proposer la présence d’une activation transcriptionnelle 
de JUP et de CCND1 dans les leucémies présentant une fusion RUNX1. En effet, JUP 
est de 2 à 40 fois plus exprimé par rapport à la normale dans les spécimens avec 
anomalies du CBF, et ce, pour tous les spécimens étudiés. Malgré une activation 
moindre dans les spécimens avec anomalies plus rares de RUNX1, une expression de 2 à 
10 fois supérieure à la normale est aussi présente dans tous ces spécimens. Pour CCND1, 
une surexpression de ce gène allant de 4 à 16 fois est observée dans quatre des dix cas 
avec t(8;21)(q22;q22) et dans deux des cinq cas avec fusions plus rares de RUNX1 alors 
qu’une surexpression n’est observée que dans deux des 25 autres spécimens de LAM 
sans anomalie de RUNX1. Ces résultats démontrant une hérétogénéité moléculaire des 
fusions RUNX1 devront toutefois être confirmés dans un plus grand nombre de cas.  
 
En conclusion, la dérégulation des cibles telles que CEBPA et JUP dans les spécimens 
avec anomalies récurrentes et plus rares de RUNX1 suggère la présence de cibles 
communes et l’existence de profils de dérégulation partagés par les différentes fusions 
de RUNX1, et ce, malgré l’implication de partenaires variés au sein de ces fusions. 
Quoique ce ne soit pas encore démontré, les gènes JUP et CEBPA pourraient 
possiblement représenter des cibles directes du facteur de transcription RUNX1, 
expliquant ces profils de dérégulation communs à la majorité des spécimens étudiés 
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présentant une anomalie de ce gène. L’expression variable des gènes MYC et CCND1 
observée dans notre étude démontre aussi l’hétérogénéité moléculaire régnant au sein de 
ce groupe génétique et suggère un rôle joué par de possibles anomalies secondaires.  
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8. Discussion générale 
La recherche de réarrangements chromosomiques et d’anomalies moléculaires dans les 
leucémies aiguës est un outil essentiel à l’établissement du diagnostic, à l’évaluation du 
pronostic et à la sélection des options thérapeutiques. Les translocations impliquant la 
bande chromosomique 21q22 ciblant le gène RUNX1 sont fréquentes et identifiées dans 
une grande variété d’hémopathies malignes de novo, secondaires à la chimiothérapie ou 
en rechute, chez l’enfant comme chez l’adulte. Malgré la fréquence des anomalies de 
RUNX1, seules les translocations récurrentes de pronostic favorable t(8;21)(q22;q22) et 
t(12;21)(p13;q22) ainsi que la translocation récurrente de pronostic très défavorable 
t(3;21)(q26;q22) sont mieux caractérisées sur le plan clinique et moléculaire sur 
l’ensemble des 57 réarrangements de la bande 21q22 décrits à ce jour.  
 
Les autres anomalies n’impliquant pas les gènes RUNX1T1, ETV6 ou EVI1 sont des 
anomalies plus rares dont l’implication pathologique et la signification clinique restent 
indéterminées. Pour ces anomalies plus rares, les associations morphologiques et 
pronostiques ne peuvent pas être établies en raison du faible nombre de cas rapportés 
pour chacune d’elle. Dans ce manuscrit, nous avons présenté le profil clinique détaillé de 
quatre nouveaux cas de leucémie aiguë présentant une anomalie plus rare de la bande 
chromosomique 21q22 impliquant le gène RUNX1. Une caractérisation moléculaire 
complète a été présentée pour ces translocations, nous permettant de mettre en évidence 
deux nouveaux partenaires de fusion de RUNX1 (CLCA2 et SV2B) et de décrire la 
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récurrence des t(7;21)(p22;q22)/fusion RUNX1-USP42 et t(8;21)(q23.3;q22)/fusion 
RUNX1-TRPS1. Pour ces deux derniers gènes de fusion, les mécanismes à l’origine de 
ces anomalies génétiques ont été étudiés, révélant l’implication probable d’un mode de 
recombinaison de type NHEJ. En raison de la composition différente des jonctions, la 
participation de composantes distinctes du NHEJ menant à la genèse de ces 
réarrangements est proposée. Enfin, l’étude de certaines cibles des fusions RUNX1 a été 
réalisée, s’inscrivant à l’intérieur d’un projet visant à identifier des gènes communément 
dérégulés entre les anomalies récurrentes et plus rares de RUNX1. Cette étude nous a 
permis de mettre en évidence la dérégulation de plusieurs cibles, dont le gène JUP qui 
est surexprimé. Le partage d’au moins une cible commune par ces entités génétiques 
ouvre le chemin à l’identification de nouvelles options thérapeutiques pour ce grand 
groupe hétérogène de réarrangements et permet de proposer un rôle joué par la voie Wnt 
dans la pathogenèse des leucémies avec fusions RUNX1, tel que noté pour les leucémies 
avec fusions MLL.  
 
8.1 Un large spectre de partenaires identifiés 
À ce jour, des trente et un partenaires identifiés de RUNX1, neuf sont récurrents (29 %) 
et quatre sont plus fréquents (RUNX1T1, ETV6, MECOM et RPL22/EAP ; 12,9 %), 
laissant donc vingt-sept candidats dans la classe des partenaires plus rares . Lors de nos 
études de caractérisation, nous avons mis en lumière un réarrangement de quatre gènes 
appartenant à différentes familles de protéines. L’étude des gènes de fusion impliquant 
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des partenaires codant pour le facteur de transcription TRPS1, l’enzyme USP42 et les 
protéines membranaires CLCA2 et SV2B nous a permis de révéler l’existence d’au 
moins trois différents modes de dérégulation de RUNX1 dans ces leucémies aiguës, 
démontrant la variété des mécanismes employés par une cellule afin d’altérer les 
fonctions de cet important régulateur de l’hématopoïèse.  
 
Aucun système de classification des partenaires de RUNX1 n’a encore été proposé 
jusqu’à maintenant. Or, pour le gène MLL, un système de classification faisant ressortir 
certaines particularités associées aux protéines impliquées dans une cinquantaine de 
fusions, en terme de fonction, de composition ou d’appartenance a été proposé il y a 
maintenant plusieurs années par Krivtsov et collaborateurs. Initialement, que dix-sept 
des partenaires de MLL ont été classés en fonction de leur localisation cellulaire 
(nucléaire ou cytoplasmique) et ont ensuite été divisés en quatre groupes [groupe 1 : 
protéines de liaison à l’ADN/protéines nucléaires, groupe 2 : présence d’un domaine 
d’oligomérisation « coiled-coil »/protéines cytoplasmiques, groupe 3 : famille des 
Septin/protéines cytoplasmiques, groupe 4 : histone acétyltransférase/protéines 
nucléaires] (Krivtsov et al., 2006). Par la suite, divers autres partenaires de MLL ont été 
découverts et étudiés sur le plan moléculaire, menant au développement d’un système de 
classification plus élaboré et complet. Ainsi, à l’aide de ce système, une vision plus 
globale des mécanismes de leucémogenèse associés aux fusions MLL a émergé (Meyer 
et al., 2009).  
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Afin de mieux comprendre le réseau de dérégulation complexe relié à RUNX1, nous 
avons d’abord répertorié les trente et un partenaires de translocations connus de ce gène. 
Grâce à notre travail de caractérisation et à une revue extensive de la littérature, nous 
proposons un premier système de classification des partenaires de fusion de RUNX1. Ce 
système reflète l’hétérogénéité de ce grand groupe génétique et permet de faire ressortir 
certaines similitudes réunissant quelques partenaires au sein de thématiques communes. 
Ainsi, les facteurs de transcription (11 partenaires ; 19,3 %), les enzymes (4 partenaires ; 
7 %) et les protéines membranaires (4 partenaires ; 7 %) ressortent comme des 
catégories de partenaires plus fréquentes dont les fonctions dans le processus 
d’hématopoïèse normale et/ou leucémique demeurent peu explorées.  
 
8.1.1 Les facteurs de transcription, la classe majoritaire des partenaires 
de RUNX1 
Les gènes encodant les facteurs de transcription représentent la classe prédominante de 
partenaires de fusion de RUNX1 dans les leucémies aiguës, par leur récurrence et leur 
incidence. Dans cette catégorie de partenaires nucléaires, RUNX1T1, ETV6, MECOM, 
CBFA2T3, PRDM16 et maintenant TRPS1 sont récurrents (Romana et al., 1995; 
Athanasiadou et al., 2010; Reikvam et al., 2011). Pour l’ensemble de ces 
réarrangements, des protéines chimériques sont attendues permettant la fusion des 
domaines de RUNX1 aux domaines protéiques du facteur de transcription. À ce jour, 
aucune fusion « out-of-frame » ne produisant que des isoformes tronquées de RUNX1 
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n’a été décrite dans cette catégorie, témoignant de la contribution probable de ces 
partenaires au sein du processus de transformation.  
 
Les facteurs de transcription partagent des motifs communs dont les domaines de liaison 
à l’ADN ainsi que les domaines de régulation transcriptionnelle permettant le 
recrutement de co-régulateurs nécessaires au pouvoir activateur ou répresseur. La 
dérégulation transcriptionnelle est un thème réunissant ces partenaires nucléaires et le 
recrutement de mêmes composantes par différents membres de cette catégorie ressort 
comme un élément central. Par exemple, pour les fusions MLL, il a été démontré que ses 
partenaires nucléaires récurrents formant le premier groupe (protéine ayant un domaine 
de liaison à l’ADN : AF4, AF9, AF10 et ENL) appartiennent à un même complexe 
protéique lequel est impliqué dans l’élongation transcriptionnelle par association au 
facteur d’élongation P-TEFb et/ou est associé à la méthylation des histones en position 
H3K79 (marque d’activation transcriptionnelle) par le recrutement de l’histone 
méthyltransférase hDOT1L (Biswas et al., 2011). L’étude de ces complexes a permis de 
mieux comprendre l’activation transcriptionnelle associée à certaines fusions MLL et 
d’expliquer, du moins en partie, l’expression augmentée des gènes HOX et MEIS1 
observée dans ces leucémies (Milne et al., 2010). D’autres composantes telles que 
Menin1, LEDGF et MYB sont également recrutées par la portion N-terminale de MLL 
laquelle est une région conservée par les chimères de fusion et le recrutement de ces 
protéines joue possiblement un rôle essentiel dans la transformation par les fusions MLL 
(Marschalek 2010). Ainsi, par l’identification des complexes protéiques associés à ces 
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chimères et par l’étude des interactions protéiques entre ses différents partenaires, un 
modèle expliquant le pouvoir oncogénique de certaines fusions MLL a vu le jour.  
 
Toutefois, comparativement à MLL, les fusions RUNX1 ont été peu étudiées. Puisque la 
modulation du pouvoir transcriptionnel semble importante pour l’activité transformante 
de ces fusions, le recrutement de co-régulateurs et la capacité d’oligomérisation 
représentent des mécanismes d’intérêt pour ces fusions. Il a été démontré que les 
partenaires TRPS1, ZFPM2, MECOM et PRDM16 sont indépendamment capables de 
lier le co-répresseur CtBP alors que MECOM et RUNX1T1 partagent la capacité de 
recruter le co-activateur et l’histone acétyltransférase p300/CBP (Chakraborty et al., 
2001; Wang et al., 2011a). Une capacité d’oligomérisation conférée par le domaine 
NHR2 ou par le motif en doigt de zinc du partenaire est également partagée par plusieurs 
fusions incluant RUNX1-RUNX1T1, ETV6-RUNX1, RUNX1-TRPS1 et RUNX1-
MECOM. Ce pouvoir est aussi possiblement conféré par un même domaine NHR2 ou 
motif en doigt de zinc codé par les partenaires des fusions RUNX1-CBFA2T3, RUNX1-
CBFA2T2, RUNX1-ZFPM2 et RUNX1-PRDM16 puisque ces domaines ont 
préalablement démontré un pouvoir d’oligomérisation chez un autre membre des 
familles ETO, GATA et EVI1 (Chan et al., 2005; Nitta et al., 2005; Asou et al., 2007; 
Morrow et al., 2007; Yan et al., 2009).  
 
La fusion RUNX1-TRPS1 qui possède la capacité de recruter CtBP en plus de la 
capacité de dimérisation est un exemple parfait démontrant qu’une fusion impliquant un 
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facteur de transcription puisse être capable de réorganiser et de restructurer 
l’environnement protéique de RUNX1 afin d’inverser la balance transcriptionnelle au 
niveau d’un promoteur spécifique. En effet, il est accepté qu’une coopération entre 
RUNX1 et GATA1 est requise lors de la différenciation mégacaryocytaire normale et 
qu’une liaison de ces facteurs à l’ADN est nécessaire afin d’activer les gènes de la lignée 
mégacaryocytaire. Cette activation requiert l’activité de plusieurs composantes dont le 
facteur d’élongation P-TEFb et l’ARN polymérase II ainsi que d’autres facteurs de 
transcription afin de permettre la différenciation mégacaryocytaire (Goldfarb 2009; 
Tijssen et al., 2011). Dans des conditions pathologiques où TRPS1 est fusionné à 
RUNX1, la liaison aberrante des séquences consensus de RUNX1 et de GATA1 est 
permise grâce à la formation d’homodimères RUNX1-TRPS1 rendant le gène ciblé 
indépendant de l’activation par GATA1 et nouvellement dépendant du répresseur 
TRPS1. À elle seule, la chimère est théoriquement capable de lier l’ADN au niveau de 
ces deux sites de liaison d’une même cible modulant ainsi la chromatine au niveau de 
cette cible dépendante de RUNX1 et de GATA1. Un recrutement aberrant de protéines 
et une modification ultime de l’environnement local au niveau des cibles peut alors 
survenir, causant une expression aberrante des gènes essentiels à la différenciation 
mégacaryocytaire. De nombreuses évidences suggèrent que l’expression des gènes, dans 
un contexte spécifique, est contrôlée par un réseau de facteurs de transcription capables 
d’interaction et que de subtiles variations de « l’interactome » au sein de ces complexes 
influencent profondément les programmes d’expression causant possiblement une 
inversion de la balance transcriptionnelle (Lahlil et al., 2004; Goldfarb 2009; Tijssen et 
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al., 2011). La présence d’un domaine d’oligomérisation de type « coiled-coil » est une 
caractéristique unique de certains partenaires cytoplasmiques de MLL (EPS15, GAS7, 
EEN, AF6 et AFX ; groupe 2), suggérant que ce pouvoir d’oligomérisation pourrait 
également représenter un mécanisme leucémogénique essentiel des fusions RUNX1 
(Krivtsov and Armstrong 2007). 
 
Dans cette catégorie de partenaires, on note également le réarrangement fréquent de 
RUNX1 avec plusieurs membres d’une même famille, rappelant la troisième catégorie 
de partenaires de MLL (protéines appartenant à la famille Septin). Trois grandes familles 
de protéines nucléaires liant l’ADN ont été impliquées dans la pathogenèse des 
leucémies RUNX1, soit la famille ETO (RUNX1T1, CBFA2T3, CBFA2T2), la famille 
PRDM (MECOM, PRDM16) et la famille GATA (TRPS1, ZFPM2). Les familles 
GATA et PRDM possèdent des rôles directs dans la leucémogenèse appuyant qu’une 
dérégulation de différents membres d’une même famille puisse contribuer à la 
transformation leucémique. Par exemple, il est bien accepté que les enfants atteints du 
syndrome de Down aient 150 fois plus de chance de développer une leucémie myéloïde 
avant l’âge de cinq ans qu’un enfant normal et cette transformation est, en partie, 
attribuable aux mutations du gène GATA1 identifiées chez ces patients (Fonatsch 2010). 
Le gène GATA2 fait maintenant partie de la courte liste de gènes dont 
l’haploinsuffisance prédispose aux SMD/LAM (Hahn et al., 2011). De plus, certaines 
évidences permettent de suggérer une fonction oncogénique de TRPS1 dans le cancer du 
sein (Radvanyi et al., 2005), établissant des associations claires entre la perturbation de 
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la famille GATA et l’oncogenèse. La famille PRDM comprend également des 
oncogènes notoires dont le pouvoir transformant a été bien démontré (Morishita 2007). 
La récurrence de la plupart des partenaires de cette catégorie et la forte incidence de 
certaines de ces fusions témoignent en faveur d’un rôle important joué par les 
partenaires de type « facteur de transcription » dans la leucémogenèse des fusions 
RUNX1. 
 
8.1.2 Les enzymes de déubiquitination, une famille récurrente de 
partenaires 
Les enzymes de déubiquitination de la famille des USP ont récemment attiré 
énormément d’attention en raison de leur implication dans une vaste gamme de 
processus cellulaires. Dans les hémopathies malignes, deux membres de cette famille 
sont réarrangés de façon récurrente avec RUNX1. Malgré le nombre encore limité de cas, 
USP42 représente, après CBFA2T3 et conjointement avec PRDM16, le second gène 
partenaire le plus fréquent du groupe de partenaires plus rares de RUNX1 avec sept cas 
présentant la fusion RUNX1-USP42 rapportés à ce jour [1er : CBFA2T3 avec plus d’une 
vingtaine de cas (Park et al., 2010) et 2e : PRDM16 avec sept cas également (Sakai et al., 
2005; Hazourli et al., 2006; Stevens-Kroef et al., 2006; Shing et al., 2007; Roche-
Lestienne et al., 2008)]. De plus, vu la nature semi-cryptique de la t(7;21)(p22;q22), le 
nombre de cas avec cette anomalie est appelé à croître.  
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Le gène USP16 a récemment été décrit comme un partenaire récurrent de fusion de 
RUNX1 à la suite d’une inversion cryptique du chromosome 21 dans deux cas de 
LMMC transformée en LAM (Gelsi-Boyer et al., 2008). La fusion de l’exon 1 de USP16 
à l’exon 5 ou 7 de RUNX1 (5’USP16-RUNX1) ne permet pas l’expression d’une protéine 
chimérique puisqu’aucun site d’initiation de la traduction de USP16 (localisé dans 
l’exon 2) ou de RUNX1 (localisé dans les exons 1 et 3) n’est présent au sein de ce gène 
chimérique. Cette fusion mène plutôt à l’expression présumée de formes tronquées de 
RUNX1 qui ne conservent que le domaine TAD/ID et qui s’expriment à partir des 
codons d’initiation alternatifs de RUNX1 localisés au sein des exons 5 à 8 du gène. Par 
ailleurs, une région de « copy number alterations » ou CNA ciblant le gène USP10, 
codant pour un autre enzyme de cette famille impliqué dans la voie p53/MDM2, a aussi 
été décrit dans plusieurs cas de LAM (Walter et al., 2009; Yuan et al., 2010). USP10 a 
aussi été identifié au sein d’une fusion avec le gène ZDHHC7 (5’USP10-ZDHHC7) dans 
la lignée de cancer de la prostate VCaP (Maher et al., 2009a; Maher et al., 2009b). La 
surexpression de USP42 et de USP6 détectée dans les leucémies myéloïdes évaluées lors 
de ce travail (voir section 3.9) ainsi que la récurrence des fusions RUNX1-
USP42/t(7;21)(p22;q22) et USP16-RUNX1/inv(21)(q21.3q22.12) dans les LAM/SMD et 
LMMC respectivement soulignent le rôle potentiel de ces enzymes dans la pathogenèse 
des néoplasies myéloïdes. Ceci demeure toutefois à évaluer sur le plan fonctionnel. 
D’autres protéines ayant une activité catalytique dont l’antioxydant PRDX4 et l’O-
acétyl-ADP-ribose déacétylase MACROD1/LRP16 sont aussi fusionnées à RUNX1 
chez des patients atteints de LAM (Zhang et al., 2004; Imagama et al., 2007).  
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Les enzymes possèdent une capacité d’interagir avec une variété de substrats et peuvent 
réaliser de multiples interactions transitoires. Lorsque fusionnés à RUNX1, ces enzymes 
peuvent servir d’intermédiaire afin de recruter une toute nouvelle gamme de protéines 
capables d’interagir et/ou de modifier ce régulateur essentiel. De façon intéressante, des 
évidences suggèrent que les enzymes USP16 et USP10 peuvent modifier le statut 
d’ubiquitination de l’histone H2A affectant ainsi l’activité transcriptionnelle (Joo et al., 
2007; Draker et al., 2011). Puisque l’environnement protéique est critique aux fonctions 
de RUNX1, les multiples interactions qu’il réalise sont déterminantes afin de régir son 
pouvoir d’activateur ou de répresseur. Les enzymes p300/CBP ainsi que ACACA, CBL, 
GMPS et UBE4A, lesquels sont des partenaires cytoplasmiques ayant une activité 
catalytique et une fonction dans le métabolisme, sont quelques partenaires de MLL 
partageant avec les USP un pouvoir catalytique (Krivtsov and Armstrong 2007; Meyer 
et al., 2009). Les enzymes sont des alliés intéressants dans le processus de 
leucémogenèse associé à RUNX1 ainsi qu’à MLL et représentent des cibles 
thérapeutiques potentielles dont l’inhibition soulève un intérêt marqué dans le traitement 
des leucémies, tel que démontré par le succès des inhibiteurs des tyrosines kinases dans 
le traitement des LMC et des LAL avec fusion BCR-ABL1 et des NMP avec anomalies 
du PDGFR (PDGFRB, PDGFRA).  
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8.1.3 Les protéines membranaires, une classe émergente de partenaires 
La caractérisation moléculaire des t(1;21)(p22;q22) et t(15;21)(q26;q22) a révélé le 
réarrangement de deux nouveaux gènes codant pour des protéines exprimées à la surface 
cellulaire : CLCA2 et SV2B. Ces récents partenaires ainsi que 
KCNMA1/t(10;21)(q22;q21) et CPNE8/t(12;21)(q12;q21) appartiennent à une catégorie 
émergente de gènes codant pour des protéines membranaires lesquelles sont activées ou 
sensibles à la régulation par le calcium. De façon intéressante, ces quatre fusions 
engendrent uniquement des protéines tronquées de RUNX1 dû à la nature « out-of-
frame » de ces fusions. CLCA2, SV2B, KCNMA1 et CPNE8 sont des protéines 
associées à des fonctions de régulation du trafic membranaire par le contrôle des ions 
tels que le chlore (Cl-), le potassium (K+) et le calcium (Ca2+). La régulation des 
concentrations ioniques est essentielle au bon fonctionnement cellulaire et à la 
réalisation des processus clés qui dépendent de cette balance ionique tel que l’apoptose 
et la prolifération cellulaire. 
 
Il a été démontré qu’un déplacement des ions chlorures vers le compartiment 
extracellulaire mène à un rétrécissement de la cellule et à une acidification du cytosol. 
Pour rétablir l’équilibre ionique, une expulsion d’ions K+ survient, ce qui contribue 
également au rétrécissement et à l’acidification de la cellule. Le déséquilibre ionique 
engendré favorise ensuite l’entrée des ions Ca2+ dans le cytoplasme menant à l’activation 
de l’apoptose (Kunzelmann 2005; Lang et al., 2005; Lang et al., 2007). En effet, 
l’apoptose peut être déclenchée par divers stimuli incluant l’activation des récepteurs de 
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mort cellulaire et l’entrée massive de Ca2+ par les canaux calciques de la membrane 
plasmique ou par le relâchement de Ca2+ via le réticulum endoplasmique. Une activité 
anormale des canaux à ions pourrait donc être capable de contrecarrer la mort 
programmée et pourrait supporter la prolifération d’une cellule cancéreuse par un 
contrôle aberrant de cette balance ionique. Un déséquilibre des ions K+ ou d’ions Cl-, par 
inactivation des protéines KCNMA1 ou CLCA2 suite aux fusions « out-of-frame » de 
RUNX1, représente un mécanisme possible qui pourrait être utilisé par la cellule 
anormale afin d’échapper au contrôle anti-tumoral.  
 
Notons que parmi les 21 spécimens de LAM étudiés par RT-PCR (section 4.5), 14 
d’entre eux n’exprimaient pas ou présentaient une faible expression du gène CLCA2 par 
rapport aux moelles normales étudiées. Malgré une expression augmentée du gène 
détectée dans les cellules du patient présentant la fusion RUNX1-CLCA2, celle-ci ne 
permet possiblement pas l’expression de la protéine CLCA2 dû à sa nature « out-of-
frame ». Des évidences dans le cancer du sein, dans le cancer colorectal et dans le 
lymphome du manteau permettent effectivement de réconcilier la perte d’expression de 
CLCA2 avec la tumorigenèse. Ce gène pourrait donc potentiellement posséder une 
fonction de suppresseur de tumeur dans les cellules du spécimen présentant la 
t(1;21)(p22;q22) et dans les cellules des spécimens de LAM étudiés. 
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Figure 8.1. Identification de cinq classes de partenaires des fusions RUNX1. Au 
total, 57 loci génomiques sont fusionnés à RUNX1, dont trente et un partenaires ont été 
identifiés. Les facteurs de transcription regroupent 11 partenaires, la catégorie des 
enzymes en rassemble 4, le groupe codant pour des protéines membranaires contient 4 
gènes alors que la classe des partenaires « autres » comprend 7 gènes et 5 séquences 
d’ADN dont les fonctions ne sont pas connues ou sont encore mal étudiées.  
 
8.2 Premier système de classification des partenaires de 
RUNX1 
Notre travail de caractérisation moléculaire, réalisé parallèlement à une revue extensive 
de la littérature, nous a permis d’élaborer un premier système de classification des trente 
et un gènes partenaires actuels de RUNX1 (54,4 % des partenaires identifiés) (Fig. 8.1 ; 
table 8.1). Cinq grandes catégories de partenaires ont été déterminées à la lumière de nos 
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connaissances actuelles : les facteurs de transcription, les enzymes, les protéines 
membranaires, les protéines autres/séquences génomiques et les partenaires non 
identifiés (45,6 %) (Mathew et al., 2000; Richkind et al., 2000; Cherry et al., 2001; 
Paulien et al., 2002; Slovak et al., 2002; Jeandidier et al., 2006; Agerstam et al., 2007; 
Dai et al., 2007; Grossmann et al., 2010; Angelova et al., 2011; De Braekeleer et al., 
2011; Grossmann et al., 2011b). Ce premier système est appelé à évoluer et à se raffiner 
en fonction des découvertes qui seront faites. Un système de classification adapté devra 
être proposé lorsque la localisation cellulaire, la fonction et la composition en domaine 
protéique de chacun des partenaires seront identifiées.  
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No. Famille Fréquence Maladies associées Références
Facteurs de transcription
1 1p36.32 PRDM16 Famille PRDM 7 fusions démontrées LAM, t-LAM,                    
LMC-PB, t-LAL
Sakai 2005; Stevens-Kroef 2006; Hazourli 
2006; Roche-Lestienne 2008
2 1q21.2 ZNF687 Famille de protéines à doigt de 
zinc de type C2H2
1 fusion démontrée LAM, t-SMD Nguyen 2006
3 2q11.2 AFF3/LAF4 Famille AFF 1 fusion démontrée LAL-T Chinen 2008
4 3q26.2 MECOM/MDS1-EVI1 Famille PRDM 1% des LAM LMC-BP, LAM, SMD,       
t-SMD/LAM
Lugthart 2010
5 8q21.3 RUNX1T1/ETO Famille ETO 7% des LAM LAM, t-LAM/SMD Reikvam 2011
6 8q23.1 ZFPM2/FOG2 Famille FOG "Friend of 
GATA"
1 fusion démontrée SMD Chan 2005
7 8q23.3 TRPS1 Famille GATA 2 fusions démontrées LAM rechute Asou 2007, cas no.3
8 12p13.2 ETV6/TEL Famille ETS 25% des LAL LAL-B, MPAL Romana 1995; Golub 1995; Gerr 2010
9 16q24.3 CBFA2T3/MTG16 Famille ETO 20 fusions démontrées t-LAM, LAM Athanasiadou 2010
10 20q11.2 CBFA2T2/MTGR1 Famille ETO 1 fusion démontrée LAM Guastadusegni 2010
11 20q13.2 ZFP64 Protéine a doigt de zinc 1 fusion démontrée LMMC De Braekeleer 2011
Enzymes
12 7p22.1 USP42 Famille ubiquitin specific 
peptidase
7 fusions démontrées SMD, LAM Paulson 2007; Foster 2010; Giguere 2011 
(cas no.1)
13 21q22 USP16 Famille ubiquitin specific 
peptidase
2 fusions démontrées LMMC Gelsi-Boyer 2008
14 Xp22 PRDX4 Famille peroxiredoxin, enzyme 
antioxydant 
1 fusion démontrée LAM Zhang 2004
15 11q13 MACROD1/LPR16 Famille à domaine MACRO 1 fusion démontrée LAM Imagama 2007
Protéines membranaires
16 1p22.3 CLCA2 Famille "Calcium-activated 
chloride channel"
1 fusion démontrée t-LAM Nadal 2008; Giguere 2010 (cas no.2)
17 10q22.3 KCNMA1 Famille "Calcium-activated 
potassium conductance 
channel"
1 fusion démontrée LAM Grossman 2011
18 12q12 CPNE8 Famille Copine "Ca2+-
dependent and phospholipid-
binding proteins"
1 fusion démontrée t-LAM Ramsey 2003
19 15q26.1 SV2B Famille SV2 1 fusion démontrée MPAL cas no.4
Protéines autres et séquences génomiques
20 1p35.3 YTHDF2 Famille à domaine YTH 1 fusion démontrée LAM Nguyen 2006
21 4q31 SH3D19 Famille à domaine SH3 1 fusion démontrée LAL-T?, LAM Nguyen 2006
22 11q12 LPXN Famille paxilin 1 fusion démontrée LAM Dai 2009
23 3q26.2 RPL22L1/EAP Famille de protéines 
ribosomales L22
1% des LAM LMC-BP, LAM,               
SMD, t-SMD/LAM
Lugthart 2010
24 4q28 FGA7 Nouveau gène 1 fusion démontrée LAL-T Mikhail 2004
25 19q13.43 AMP19 Nouveau gène 1 fusion démontrée SMD→t-LAM Hromas 2001
26 20q11.2 C20orf112 ARN non-codant 1 fusion démontrée LMC-PB?, LAM Jeandidier 2006; Guastadusegni 2010
27 5q13.3 Gène inconnu Séquence génomique 1 fusion démontrée SMD→LAM?,                  
LMMC?, LAM
Grossman 2011
28 9q34.3 Gène inconnu Séquence génomique 1 fusion démontrée MPN→LAM Agerstam 2007
29 10q22 Gène inconnu Séquence génomique 1 fusion démontrée LAM Grossman 2011
30 17q21 Gène inconnu Séquence génomique 1 fusion démontrée LAM Grossman 2011
31 Xp11.23 Gène inconnu Séquence génomique 1 fusion démontrée LMC-PB?, LMMC Jeandidier 2006; Grossman 2010
Partenaires non identifiés
32 1p32 Non identifié Non identifié - t-LAM Cherry 2001
33 1q12 Non identifié Non identifié - LAM Dai 2007
34 2p21 Non identifié Non identifié - LMC→LAM Jeandidier 2006
35 2p11.2 Non identifié Non identifié - LAM Richkind 2000
36 2q21 Non identifié Non identifié - LAM Slovak 2002
37 3p12 Non identifié Non identifié - LAM Jeandidier 2006
38 3q21 Non identifié Non identifié - LALs Jeandidier 2006
39 3q26 Non identifié Non identifié - LAM De Braekeleer 2011
40 4q21 Non identifié Non identifié - t-SMD→t-LAM Slovak 2002
41 4q35 Non identifié Non identifié - LAM Jeandidier 2006
42 6p22 Non identifié Non identifié - t-SMD Mathew 2000
43 7p12~p13 Non identifié Non identifié - LAL Jeandidier 2006
44 7p14~p15 Non identifié Non identifié - LAMs Jeandidier 2006
45 7p15 Non identifié Non identifié - LAM Jeandidier 2006
46 7q32 Non identifié Non identifié - LAM Angelova 2011
47 8q13 Non identifié Non identifié - t-LAM Slovak 2002
48 9p21~22 Non identifié Non identifié - LAL, t-LAM Slovak 2002
49 9q13 Non identifié Non identifié - LAM Paulien 2002
50 10q21 Non identifié Non identifié - LAM Slovak 2002
51 12q24 Non identifié Non identifié - SMD, SMD→LAM Slovak 2002
52 14q13 Non identifié Non identifié - t-SMD→t-LAM Slovak 2002
53 14q22 Non identifié Non identifié - t-SMD→t-LAM Slovak 2002
54 14q24 Non identifié Non identifié - SMD Slovak 2002
55 15q22 Non identifié Non identifié - LAM, t-SMD→t-LAM Slovak 2002
56 17q11 Non identifié Non identifié - LAM, t-LAM,                  
SMD→LAM
Slovak 2002
57 18q21 Non identifié Non identifié - SMD→LAM Slovak 2002
Classe de partenaire
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Table 8.1. Classification des 57 loci génomiques réarrangés avec RUNX1. La 
localisation génomique, la nomenclature HUGO des partenaires, la fréquence des 
fusions et les maladies associées à chaque translocation sont indiquées pour chacun des 
partenaires. L’absence de caractérisation moléculaire chez plusieurs patients rend 
incertaines les associations proposées avec quelques maladies (symbole ?). LAM, 
leucémie aiguë myéloïde ; t-LAM, leucémie aiguë myéloïde secondaire à un traitement ; 
LMC-PB, leucémie myéloïde chronique en phase blastique ; LAL-T, leucémie aiguë 
lymphoblastique de la lignée T ; SMD, syndrome myélodysplasique ; t-SMD/LAM, 
syndrome myélodysplasique et/ou LAM secondaire à un traitement ; LAL-B, leucémie 
aiguë lymphoblastique de la lignée B ; MPAL, leucémie aiguë à phénotype mixte ; 
LMMC, leucémie myélomonocytaire chronique ; →, progression vers ; MPN, néoplasie 
myéloproliférative. 
 
8.3 Implication du mécanisme NHEJ dans les translocations 
t(7;21)(p22;q22) et t(8;21)(q23.3;q22) 
L’étude de la formation des translocations chromosomiques est un domaine d’intérêt 
permettant de révéler les mécanismes de formation de ces anomalies. Depuis plusieurs 
années, la recombinaison de type NHEJ a été proposée dans la genèse des translocations 
et ce type de mécanisme a principalement été incriminé lors des réarrangements du gène 
MLL. Cependant, très peu d’études ont été réalisées sur les mécanismes à l’origine des 
réarrangements du gène RUNX1. Dans le cadre de ce projet, les jonctions génomiques 
des translocations récurrentes t(7;21)(p22;q22) (cas 04H120) et t(8;21)(q23.3;q22) (cas 
10H006) ont été étudiées, révélant l’existence d’un mécanisme distinct étant 
possiblement à l’origine de ces deux anomalies génétiques.  
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Le large intron 6 de RUNX1 (34,9 kb) se divise plus précisément en intron 6 proprement 
dit et en intron 7a (22,2 kb). L’étude des introns 7a et 7b de RUNX1, où réside 
respectivement les cassures des t(8;21)(q23.3;q22) et t(7;21)(p22;q22), nous a permis 
d’identifier un possible BCR de moins de 2,7 kb et de 1 kb à l’intérieur de chacun de ces 
introns. D’abord, le point de cassure du cas 10H006 présentant la t(8;21)(q23.3;q22) a 
été identifié à une distance de 2,7 kb du point de cassure d’une seconde LAM de novo 
présentant une t(20;21)(q11;q22) aussi répertorié dans l’intron 7a (Guastadisegni et al., 
2010). La proximité de ces deux points de cassure dans la partie terminale de l’intron 7a 
ainsi que la description d’autres sites de cassures de translocations impliquant RUNX1 
dans cette même région [exemple : t(3;21)(q26;q22), t(5;21)(q13;q22) et 
t(12;21)(q24;q22)] suggèrent une possible sensibilité aux bris et une incidence de 
recombinaison augmentée dans cette région plus spécifique (Fig. 8.2) (Zhang and 
Rowley 2006). Un BCR de moins de 1 kb a également été identifié dans l’intron 7b de 
RUNX1 (6,7 kb) lors de la mise en commun des points de cassure du cas 04H120 
présentant la t(7;21)(p22;q22) et du cas rapporté par Paulsson et collaborateurs 
présentant aussi une t(7;21)(p22;q22). Un troisième site de cassure, cloné au sein d’une 
LAL-T avec une t(2;21)(q11;q22), a été identifié à l’intérieur de cette région même de 
l’intron 7b, à environ 545 pb de notre point de cassure (Fig. 8.2) (Chinen et al., 2008). 
Vu ce regroupement intéressant des cassures au sein de ces deux larges introns, nous 
avons émis l’hypothèse que des éléments favorisant l’introduction de bris, tels que des 
sites TOP2, puissent être identifiés dans ces régions d’ADN génomique.  
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Figure 8.2. Représentation schématique des points de cassures rapportés dans les 
introns 7a et 7b de RUNX1. Positionnement des points de cassure génomiques des 
translocations rares t(8;21)(q23.3;q22) (cas no.3), t(20;21)(q11.1;q22) (Guastadisegni et 
al., 2010), t(2;21)(q11;q22) (Chinen et al., 2008) et t(7;21)(p22;q22) (Paulsson et al., 
2006; Giguere and Hebert 2011). Dans la région terminale de l’intron 7a, les points de 
cassures d’au moins quatre patients présentant une t(3;21)(q26;q22) sont représentés 
(flèches rouges), basé sur le schéma fourni par Zhang et Rowley (DNA repair 2006). Les 
boîtes bleues et les lignes foncées représentent respectivement les exons codants et les 
introns de RUNX1 alors que les flèches noires indiquent la position approximative des 
points de cassures rapportés dans la littérature. *, points de cassure identifiés dans ce 
projet.  
 
Nos recherches ont révélé la présence de sites in vitro de clivage des TOP2 dans l’intron 
2 de USP42. Toutefois, aucun site in vitro n’a été identifié dans les séquences de RUNX1 
(intron 7a ou 7b) ou de TRPS1. Or, l’intron 7a de RUNX1 est reconnu comme une région 
riche en sites de clivage pour l’enzyme TOP2. En effet, des vingt-deux sites consensus 
prédits dans l’ensemble du gène RUNX1, sept sites de clivage dits sites in vivo sont 
répertoriés dans l’intron 7a (Zhang et al., 2002; Zhang and Rowley 2006). Ces sites in 
vivo colocalisent avec les cassures génomiques de certaines autres translocations 
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impliquant RUNX1 rapportées par Zhang et Rowley incluant la t(5;21)(q13;q22), la 
t(12;21)(q24;q22) et la t(3;21)(q26;q22) (Fig. 8.2) et ont été incriminés dans la genèse de 
ces différents réarrangements (Roulston et al., 1998; Zhang and Rowley 2006). Vu la 
proximité du point de cassure de notre t(8;21)(q23.3;q22) dans l’intron 7a avec ceux des 
cas présentant les t(20;21)(q11;q22), t(3;21)(q26;q22), t(5;21)(q13;q22) et 
t(12;21)(q24;q22), les sites TOP2 in vivo de cet intron pourraient également être à 
l’origine de cette t(8;21)(q23.3;q22). Puisque la structure de la chromatine semble 
davantage diriger le clivage de l’ADN et que les sites in vitro ne reflètent pas 
nécessairement les cassures induites par les TOP2 dans une cellule vivante, nous 
croyons possible que les sites TOP2 puissent aussi être à l’origine de cette 
t(8;21)(q23.3;q22), expliquant la conservation d’une même microhomologie (5’-
TTA/3’-AAT) de part et d’autre des jonctions RUNX1-TRPS1/TRPS1-RUNX1. En raison 
de l’administration d’idarubicine en induction, un rôle des inhibiteurs de la TOP2 n’est 
pas exclu dans la formation de cette translocation identifiée chez la patiente 10H006 
avec t(8;21)(q23.3;q22). Ainsi, des essais de digestion enzymatique et des essais in vivo 
vérifiant la capacité de l’idarubicine à introduire des cassures au sein des séquences 
spécifiques de RUNX1 et de TRPS1 devront être réalisés avant d’imputer un rôle direct 
ou indirect à ces enzymes dans la genèse de la t(8;21)(q23.3;q22). Pour les mêmes 
raisons, les sites in vitro identifiés dans l’intron 2 de USP42 devront également être 
confirmés par ces méthodes. 
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Les sites TOP2 sont largement incriminés dans la genèse des translocations 
chromosomiques des leucémies secondaires aux inhibiteurs TOP2 et ceci est 
particulièrement documenté pour les t(9;11)(p22;q23)/LAM et t(4;11)(q21;q23)/LAL 
impliquant MLL (Aplan 2006b; Felix et al., 2006) ainsi que pour la t(15;17)(q24;q21) 
des t-LPA (Mistry et al., 2005; Hasan et al., 2010). Des sites TOP2 in vivo ont été 
détectés à l’intérieur des points de cassure localisés dans l’intron 8 de MLL chez six 
patients documentés atteints d’une t-LAM avec t(4;11)(q21;q23) ou t(9;11)(p22;q23). 
Pour ces six cas, des jonctions précises ou quasi parfaites ont été observées résultant de 
petites délétions/duplications ou de l’ajout d’un très petit nombre de nucléotides « N » 
(Lovett et al., 2001; Langer et al., 2003; Whitmarsh et al., 2003). Tel que mentionné 
dans l’introduction, un échange entre deux complexes d’ADN/TOP2 suivi d’une 
recombinaison par le NHEJ produisant un minimum de remodelage des extrémités a été 
discuté comme un des mécanismes probables de formation pour ce type de jonction. Ces 
mêmes caractéristiques ont été observées lors de l’étude des jonctions génomiques des 
fusions RUNX1-TRPS1/TRPS1-RUNX1. Ces jonctions parfaites rappellent exactement le 
mécanisme décrit pour ces six cas présentant une t-LAM. Puisque les TOP2 introduisent 
des cassures à quatre bases d’intervalle sur des brins opposés permettant l’apparition de 
superpositions simple brins ayant quatre nucléotides libres et que les jonctions 
exprimées par les der(8) et der(21) présentent une microhomologie de trois et non pas de 
quatre nucléotides, l’hypothèse d’un simple échange a été écartée. En effet, une 
dégradation via une activité exonucléase et une polymérisation des nucléotides 
manquants sont nécessaires pour reconstituer chaque jonction suggérant l’implication 
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d’une polymérase possédant ces activités intrinsèques dans la genèse de cette 
t(8;21)(q23.3;q22). Un mécanisme impliquant à la fois les sites TOP2 et les 
composantes du NHEJ dans la genèse de cette translocation est donc proposé (Fig 8.3A).  
 
Brièvement, des cassures simples brins pourraient être générées par les enzymes TOP2 
au niveau des séquences de RUNX1 et de TRPS1 créant des superpositions de quatre 
nucléotides libres à l’extrémité 3’ de chaque brin. La complémentarité des extrémités 
libres favoriseraient l’appariement erroné des deux brins et permettraient une réparation 
générant un minimum de dégradation via le NHEJ. L’ADN polymérase de cette voie 
permettrait de combler les nucléotides manquants par polymérisation ou d’exciser les 
nucléotides supplémentaires, créant ainsi de parfaites jonctions (Fig. 8.3A). De façon 
intéressante, il a été rapporté que la présence de microhomologies en position terminale 
puisse dicter le recrutement de complexes protéiques de la recombinaison NHEJ (Daley 
et al., 2005). Plus l’homologie entre les deux brins est forte, plus les extrémités seront 
liguées rapidement sans l’intervention des autres composantes de la voie impliquées 
dans le remodelage des extrémités (Lieber 2010). L’existence d’une homologie de 83 % 
(10/12 nucléotides homologues) adjacente aux points de cassures des deux jonctions 
(TTTATATCATTA/intron 6 de RUNX1 et TTTATATTCTTA/intron 2 de TRPS1 ; Fig 
5.4C) supporte ce mécanisme et appuie l’hypothèse d’un remodelage minimal par le 
NHEJ. 
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Figure 8.3. Mécanisme proposé à l’origine des jonctions RUNX1-TRPS1/TRPS1-
RUNX1 et RUNX1-USP42/USP42-RUNX1. (A) Les homodimères d’enzyme 
topoisomérase II (cercles bleus) introduisent des cassures simples brins dans l’ADN, à 
quatre bases d’intervalles et sur des brins opposés. Les bases communes (5’-TTA et 3’-
AAT) des superpositions simples brins de RUNX1 et de TRPS1 sont ensuite alignées, 
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soumises à un remodelage des extrémités par remplissage des « gaps » ou par excision 
de nucléotides puis finalement liguées. Selon ce modèle, des jonctions parfaites sont 
produites. (B) Lors de la réplication, l’ADN polymérase (cercles gris) pourrait s’arrêter 
et subir un décalage au niveau des séquences originales de l’intron 7b de RUNX1 
(séquences soulignées et marquées en rouge) et de l’exon 2 de USP42 (séquences 
soulignées et marquées en bleu), causant l’apparition d’une duplication en tandem dans 
ces séquences (séquences encadrées). Des cassures pourraient ensuite apparaître à 
l’extrémité des segments originaux (nucléotides en noir), favorisant ainsi une réparation 
des bris par le mécanisme de recombinaison NHEJ.  
 
Un mécanisme de NHEJ est aussi proposé dans la genèse des jonctions RUNX1-
USP42/USP42-RUNX1 (Fig. 8.3B). Or, ces jonctions sont très différentes de celles 
décrites pour la t(8;21)(q23.3;q22) démontrant plutôt un débalancement génomique 
traduit par l’ajout d’une séquence de 250 pb partagée par les deux fusions. Il est 
intéressant de noter, qu’en plus de montrer un point de cassure différent entre les deux 
fusions, une microhomologie de trois nucléotides (GAG) a été retrouvée au point de 
cassure de la fusion réciproque USP42-RUNX1 alors qu’un seul nucléotide commun (C) 
a été détecté à la jonction de la fusion principale RUNX1-USP42, suggérant la nécessité 
d’un remodelage extensif des extrémités cassées. Les trois nucléotides de la 
microhomologie GAG ont aussi été détectés de part et d’autre de la région partagée de la 
fusion principale, encadrant les 250 nucléotides dupliqués. Le dédoublement de ces 
nucléotides, composés de l’ADN de l’intron 7 de RUNX1 (84 pb) et de l’ADN de l’exon 
2 et de l’intron 2 de USP42 (166 pb), laisse supposer qu’il puisse d’abord y avoir eu 
duplication de ces deux segments indépendants puis possiblement insertion de ces 
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séquences dupliquées au point de jonction de chacune des fusions (Fig. 8.3B). Deux 
hypothèses peuvent être émises afin d’expliquer ces duplications. D’abord, un dérapage 
de la polymérase pourrait survenir lors du processus de réplication. Ce mécanisme 
possible survient davantage, mais non exclusivement au sein des régions d’ADN 
contenant plusieurs copies de petites séquences répétées directes ou inversées de deux à 
49 pb. Le dérapage de la polymérase survient suite à une dissociation des brins 
impliqués dans la réplication et à un réalignement erroné causant l’apparition de 
duplications ou de délétions (Chen et al., 2005). Il est à noter qu’une petite répétition 
inversée de trois nucléotides encadre les 84 nucléotides dupliqués de l’intron 7b de 
RUNX1 (Fig. 8.3B). Or, ceci est moins clair pour USP42. Le mécanisme FoSTeS « Fork 
Stalling and Template Switching » lequel suggère que le brin retardé (aussi « lagging 
strand ») impliqué dans la réplication puisse se dissocier de la cible originale pour 
envahir une seconde fourche de réplication sur le chromosome homologue pourrait aussi 
être possible afin d’expliquer ces duplications (Lee et al., 2007; Zhang et al., 2009a; 
Zhang et al., 2009b). Puisque les signatures génomiques ne permettent pas d’élucider 
l’origine de ces segments dupliqués, le mécanisme leur donnant naissance demeure 
incertain. Or, d’après la structure et la composition de ces jonctions, une série 
d’événements est nécessaire afin de recréer ce type de jonction plus complexe. Un 
modèle de recombinaison par le NHEJ, suivant un remodelage extensif de l’ADN, 
correspond cependant très bien aux caractéristiques présentées par ces jonctions.  
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Brièvement, le modèle proposé pour ces fusions RUNX1-USP42 et USP42-RUNX1 
suppose qu’une instabilité soit présente au niveau des séquences de RUNX1 et de USP42 
(bris simple brin induit par les TOP2, structure non-bêta de l’ADN, stabilisation d’un 
complexe intermédiaire TOP2/ADN par des inhibiteurs TOP2 environnementaux, 
courtes séquences répétées, etc.). Cette instabilité pourrait favoriser l’arrêt de la 
polymérase au niveau de ces deux segments, causant une dissociation des brins, un 
dérapage de la polymérase et un réalignement erroné. De courtes duplications directes en 
tandem pourraient ainsi voir le jour dans ces segments d’ADN. En raison de cette 
instabilité de nature encore incomprise, des DSB apparaîtraient ensuite aux mêmes 
endroits où la polymérase s’est initialement arrêtée, causant une cassure ainsi qu’une 
dissociation des segments dupliqués puis l’apparition d’extrémités libres présentant de 
faibles homologies. Nous croyons alors, que suite aux DSB, le mécanisme de 
recombinaison par le NHEJ pourrait être activé, favorisant la réparation de ces 
extrémités et l’émergence de cette translocation (Fig 8.3B). Ce type de jonction plus 
complexe, avec des microhomologies et de larges duplications, des insertions ou des 
délétions d’une base à plus d’un kb a été décrit dans certaines translocations des LAL et 
des LAM de novo [t(4;11)(q21;q23) et t(8;21)(q22;q22)], appuyant qu’une 
recombinaison erronée et un remodelage extensif puisse être à l’origine de ces 
translocations de novo (Xiao et al., 2001; Raffini et al., 2002; Zhang et al., 2002; Zhang 
and Rowley 2006).  
 
  
 
305
8.3.1 Voie classique versus voie alternative du NHEJ 
Malgré l’implication possible d’une même voie de réparation non-homologue, les 
jonctions identifiées sont hautement différentes laissant supposer une origine distincte 
et/ou l’action de différentes composantes/protéines dans leur élaboration. En fait, depuis 
quelques années, on admet l’existence d’une ramification du mécanisme de 
recombinaison NHEJ en voie classique/canonique (C-NHEJ) et en voie alternative (A-
NHEJ) (Lieber 2010). Ces voies diffèrent en fonction de leur dépendance face aux 
microhomologies. En effet, la voie classique ne requiert aucune homologie terminale 
afin de réaliser la recombinaison de deux segments non-homologues alors que la voie 
alternative est dépendante des microhomologies présentes aux extrémités des bris, allant 
de 4 à 25 nucléotides, d’où son nom MMEJ « microhomology-mediated end joining » 
(Boboila et al., 2010b; Fattah et al., 2010; Lee-Theilen et al., 2010; Della-Maria et al., 
2011). Un intérêt marqué pour cette dernière voie a vu le jour lorsqu’il a été démontré 
que la perte/délétion conditionnelle de certaines composantes essentielles de la voie C-
NHEJ entraînait l’augmentation des translocations chromosomiques suggérant que la 
voie A-NHEJ puisse favoriser l’émergence des réarrangements chromosomiques (Roth 
and Wilson 1986; Boboila et al., 2010a; Lieber et al., 2010). La voie du A-NHEJ 
pourrait donc être un mécanisme à l’origine de la t(8;21)(q23.3;q22) puisque 
d’importantes homologies de séquences ont été détectées aux jonctions de ces fusions. 
Cependant, puisque cette voie n’est, en théorie, favorisée que lorsque la voie classique 
est compromise ou déficiente, une origine découlant de la voie classique ne peut pas être 
exclue. Pour les jonctions non-balancées entre RUNX1 et USP42, une seule hypothèse 
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permet de réconcilier le débalancement génomique et les faibles homologies détectées 
aux jonctions, c’est-à-dire la voie du C-NHEJ. En fait, puisque la A-NHEJ semble 
requérir des homologies de plus de 3 pb, la voie du C-NHEJ représente le mécanisme de 
recombinaison le plus probable pour cette t(7;21)(p22;q22). 
 
8.4 Étude des cibles des fusions RUNX1 
Notre caractérisation moléculaire des translocations impliquant RUNX1 nous a permis 
de révéler divers modes de dérégulation de ce facteur de transcription dans les leucémies 
aiguës. En effet, la création de protéines chimériques (fusions RUNX1-USP42, RUNX1-
TRPS1 et RUNX1-PRDM16), la production de protéines tronquées prédites de RUNX1 
(fusions RUNX1-CLCA2 et RUNX1-PRDM16) et un dérèglement du dosage des 
différents transcrits de RUNX1 (fusion RUNX1-SV2B) sont des conséquences de ces 
divers gènes de fusion (Fig. 8.4). Suite à ces études de caractérisation, deux questions 
ont été étudiées sur le plan expérimental : 
1- Est-ce que les différents produits anormaux de RUNX1 (isoforme tronquée 
versus chimère de fusion) produisent une signature transcriptionnelle similaire au 
niveau d’une même cible ? 
2- Est-ce que les leucémies présentant une fusion plus rare de RUNX1 ont un profil 
transcriptionnel similaire aux leucémies avec une fusion récurrente de RUNX1 ? 
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Le matériel cellulaire humain étant limité, nous avons opté pour une évaluation sélective 
d’une série de gènes ayant déjà été rapportés comme des cibles de dérégulation de la 
fusion RUNX1-RUNX1T1 ou ETV6-RUNX1 afin d’étudier ces questions. 
 
 
Figure 8.4. Schématisation de la protéine RUNX1 sauvage, des protéines de fusion 
et des protéines tronquées présumées engendrées lors des translocations ciblant 
RUNX1. Les protéines résultant des translocations t(8;21)(q23.3;q22)/RUNX1-TRPS1, 
t(7;21)(p22;q22)/RUNX1-USP42, t(15;21)(q26.1;q22)/RUNX1 tronqué, 
t(1;21)(p36;q22)/RUNX1-PRDM16 et RUNX1 tronqué et t(1;21)(p22;q22)/RUNX1 
tronqué sont représentés. Une flèche indique le point de cassure sur le partenaire ou le 
point de fusion du partenaire avec RUNX1. Les produits tronqués de RUNX1 sont 
représentés par un rectangle noir (RUNX1-SV2B, RUNX1-PRDM16 et RUNX1-
CLCA2). TAD/ID, domaine de régulation transcriptionnelle ; ZF, domaine en doigt de 
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zinc ; GATA, domaine en doigt de zinc de la famille GATA ; domaine en doigt de zinc 
de la famille Ikaros ; USP, domaine « ubiquitin specific peptidase » ; PR, domaine PR ; 
PRR, région riche en proline ; RD, domaine répresseur ; AD, domaine acidique. 
 
8.4.1 La voie Wnt dans les leucémies présentant un réarrangement de 
RUNX1 
Au cours des dernières années, l’étude des différentes fusions MLL a permis d’établir 
que ces chimères étaient capables d’induire une expression aberrante de certaines cibles 
préférentielles de MLL sauvage menant à la dérégulation de son réseau transcriptionnel, 
plus particulièrement à la dérégulation de l’expression des gènes HOX dans ces 
leucémies, et ce, malgré l’implication de partenaires variés de fusion (Kohlmann et al., 
2005; Liedtke and Cleary 2009; Balgobind et al., 2011; Wang et al., 2011b). Plus 
récemment, il a été démontré que les fusions MLL des LAL du nourrisson et des LAM 
de l’enfant ont aussi une signature transcriptionnelle spécifique supposant qu’en plus des 
voies communes de dérégulation partagées par ces anomalies de MLL (exemple : HOX), 
une dérégulation plus spécifique, possiblement dépendante du partenaire ou des 
anomalies secondaires, est aussi observée (Stam et al., 2010; Pigazzi et al., 2011). Des 
profils similaires d’expression ont été démontrés par « gene expression profiling » pour 
les LAM avec anomalies du CBF [t(8;21)(q22;q22) et inv(16)(p13q22)] supportant 
l’existence de cibles communes dérégulées par ces deux entités génétiques (exemple : 
CEBPA) (Schoch et al., 2002; Bullinger and Valk 2005; Ichikawa et al., 2006; Bullinger 
et al., 2007). Or, dans ces études, la dérégulation d’une série de gènes plus spécifiques à 
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chaque anomalie est également observée, permettant la distinction des signatures 
géniques des LAM avec t(8;21)(q22;q22) (exemple : POU4F1) et des LAM avec 
inv(16)(p13q22) (exemple : MN1) (Ichikawa et al., 2006; Carella et al., 2007; Fortier et 
al., 2010).  
 
Pour la plupart des chimères RUNX1 étudiées à ce jour, une activité répressive a 
davantage été discutée et cette répression des fonctions de RUNX1 sauvage a été 
incriminée afin d’expliquer le blocage de différenciation hématopoïétique caractéristique 
des LAM. La balance entre l’activation et la répression des cibles de RUNX1 sauvage et 
des cibles des fusions RUNX1 est dépendante de l’environnement protéique et du 
contexte cellulaire, mais les mécanismes guidant cette balance transcriptionnelle sont 
largement inconnus. La plupart des groupes étudiant la dérégulation transcriptionnelle 
associée à RUNX1 n’ont analysé qu’une seule des fusions de RUNX1, soit RUNX1-
RUNX1T1 ou ETV6-RUNX1, permettant l’identification d’une grande variété de cibles 
spécifiques à ces fusions. Or, puisqu’aucune étude n’a évalué les différents 
réarrangements de RUNX1 parallèlement, dans une même étude, le comportement 
clinique et moléculaire des fusions plus rares est demeuré inexploré. Ainsi, nos études 
d’expression (ARNm et protéine) nous ont permis d’identifier des composantes 
dérégulées et communes entre les anomalies récurrentes et plus rares du CBF, c’est-à-
dire CEBPA et JUP, confirmant un certain regroupement de ces anomalies du CBF sur 
le plan transcriptionnel. Nos résultats démontrent que les gènes CEBPA et JUP ont une 
expression altérée, respectivement diminuée et activée, dans la plupart des échantillons 
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de leucémies primaires humaines étudiées présentant une anomalie de RUNX1 ou de 
CBFB par rapport aux LAM avec caryotype normal. Nos analyses révèlent également 
que la surexpression de CCND1 ou de MYC est plutôt spécifique à certains spécimens 
avec fusions RUNX1 et absente dans les spécimens avec fusion CBFB-MYH11. Ce 
travail a permis de démontrer, pour la première fois, que la dérégulation de JUP est un 
évènement commun réunissant les différentes fusions plus rares et récurrentes de 
RUNX1 ainsi que la fusion CBFB-MYH11. Un rôle central de JUP dans la pathogénèse 
de ces leucémies est donc possible et demeure à être confirmé sur le plan fonctionnel.  
 
La réduction de CEBPA a précédemment été rapportée dans la plupart des spécimens 
avec anomalies récurrentes du CBF (Pabst et al., 2001; Cilloni et al., 2003). En effet, 
divers mécanismes affectant l’expression du gène ou de la protéine ont été répertoriés 
dans les LAM avec anomalies du CBFB et/ou de RUNX1, dans les LAM à caryotype 
normal, dans les LPA et dans les LMC-PB (hyperméthylation, mutation, répression de 
l’ARNm, blocage de la traduction). L’arrêt de différenciation noté dans ces maladies a 
été expliqué, en partie, par ces multiples altérations de CEBPA. Il n’est donc pas 
surprenant d’observer dans notre étude, une réduction de l’ARNm de CEBPA dans les 
spécimens avec anomalies plus rares de RUNX1, tel que rapporté dans les spécimens de 
LAM présentant les fusions RUNX1-RUNX1T1 et CBFB-MYH11. Pour ces fusions 
présentant une réduction de CEBPA (toutes sauf RUNX1-USP42), les fonctions 
répressives des partenaires et/ou l’activité dominante négative des chimères pourraient 
être incriminées. En effet, les répresseurs PRDM16 et TRPS1 ainsi que les protéines 
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tronquées anormales résultant de la fusion RUNX1-CLCA2 et possiblement de la fusion 
RUNX1-SV2B pourraient partager un pouvoir répressif au niveau du promoteur de 
CEBPA. Il est possible de postuler que les chimères de fusion et les protéines anormales 
exprimant certains motifs de RUNX1 puissent altérer l’environnement protéique au 
promoteur de CEBPA perturbant ainsi son expression. Pour la fusion RUNX1-SV2B, 
nous avons aussi confirmé la réduction d’expression du transcrit RUNX1c ayant une 
activité prédite similaire à RUNX1b quant à l’activation transcriptionnelle. Ainsi, une 
réduction de cette isoforme pourrait expliquer la diminution d’expression de CEBPA 
observée dans ce cas. Des études protéiques devront être réalisées afin d’évaluer cette 
hypothèse. L’étude ciblée de l’expression de CEBPA entre les différentes fusions de 
RUNX1 nous a alors permis de répondre à notre première question et de proposer que les 
isoformes tronquées/protéines anormales et les chimères de fusion générées par les 
différentes fusions récurrentes ou plus rares de RUNX1 étudiées sont capables de réduire 
l’expression de CEBPA, établissant ce gène comme une cible commune (directe ou 
indirecte) des fusions CBFB-MYH11, RUNX1-RUNX1T1, RUNX1-TRPS1, RUNX1-
PRDM16, RUNX1-CLCA2 et RUNX1-SV2B. Malgré une réduction d’expression de 
CEBPA bien acceptée dans les leucémies présentant un réarrangement du CBF, aucun 
mécanisme fonctionnel ne permet encore d’expliquer cette répression transcriptionnelle 
avec certitude. 
 
De façon intéressante, il a récemment été démontré que le domaine NHR1 de RUNX1T1 
est important pour l’activité d’auto-renouvellement des cellules leucémiques avec fusion 
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RUNX1-RUNX1T1 et que p300/CBP est spécifiquement recruté par ce domaine dans la 
lignée Kasumi-1 aux cibles normalement activées par la fusion (gènes étudiés : ID1, 
CDKN1A/P21 et EGR1) alors qu’il n’est pas recruté aux cibles normalement réprimées 
par cette fusion (cibles étudiées : CEBPA et SPI1) (Wang et al., 2011a). Le recrutement 
spécifique de p300/CBP par RUNX1-RUNX1T1 permet l’acétylation des résidus lysine 
localisés dans la portion N-terminale de RUNX1, favorisant ainsi le recrutement des 
composantes du complexe de pré-initiation transcriptionnelle au niveau des cibles 
activées par la fusion (Wang et al., 2011a). L’absence de l’acétyltransférase p300/CBP 
au niveau du promoteur de CEBPA suggère que l’environnement protéique diffère au 
niveau d’une cible activée et d’une cible réprimée, et ce, malgré la capacité de 
RUNX1T1 à lier p300 au niveau de chaque cible. Ainsi, l’hypothèse d’un recrutement 
aberrant de co-répresseurs dans l’environnement de CEBPA est plausible permettant 
d’expliquer la réduction d’expression de cette cible dans les cellules étudiées. 
 
Le recrutement de p300/CBP représente un mécanisme intéressant pouvant aussi 
expliquer l’activation de JUP dans les cellules leucémiques étudiées lors de ce projet. La 
région importante d’interaction de p300/CBP avec RUNX1 se situe au niveau de ses 
acides aminés 178 et 294, correspondant aux exons 6 et 7 de RUNX1 (Kitabayashi et al., 
1998). Une forte activation transcriptionnelle de JUP a été détectée dans les leucémies 
présentant les fusions RUNX1-USP42, RUNX1-TRPS1 et RUNX1-SV2B alors qu’une 
activation moins marquée a été observée dans les spécimens présentant les fusions 
RUNX1-PRDM16 et RUNX1-CLCA2. Il est intéressant de noter que le gène de fusion 
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RUNX1-USP42 exprime conjointement les exons 6 et 7 de RUNX1 suggérant que la 
portion protéique de RUNX1 exprimée par la chimère puisse toujours interagir avec 
p300/CBP. Les exons 6 et 7 sont aussi possiblement exprimés au sein de transcrits 
anormaux codés par l’allèle réarrangé suite à la t(15;21)(q26;q22). Enfin, il a été 
démontré que p300/CBP active le potentiel transcriptionnel du facteur GATA1 via une 
interaction avec son domaine en doigt de zinc GATA en position C-terminale. La 
protéine p300/CBP active également l’activité de GATA2, GATA3 et GATA4 laissant 
supposer qu’une interaction avec ce co-activateur soit aussi possible via le domaine 
GATA des autres membres de cette famille (Blobel et al., 1998). Ce domaine GATA, 
également exprimé par la chimère RUNX1-TRPS1, pourrait donc aussi lier et interagir 
avec p300/CBP. Ainsi, le recrutement de p300/CBP au promoteur de JUP par les fusions 
RUNX1-USP42, RUNX1-TRPS1 et RUNX1-SV2B est une hypothèse intéressante afin 
d’expliquer l’activation transcriptionnelle de JUP dans ces cellules leucémiques. 
 
JUP est cependant plus faiblement exprimé dans les cellules présentant les fusions 
RUNX1-CLCA2 et RUNX1-PRDM16. Les produits tronqués mimant l’isoforme 
RUNX1a vraisemblablement exprimés par la fusion RUNX1-CLCA2 et les 
chimères/produits tronqués possiblement formés lors de la fusion RUNX1-PRDM16 
n’expriment que les régions encodées par les exons 1 à 5 et/ou 1 à 6 de RUNX1 via 
l’allèle réarrangé rendant moins probable la liaison de p300/CBP. Contrairement aux 
transcrits générés lors des t(7;21)(p22;q22) et t(15;21)(q26;q22), les fusions RUNX1-
CLCA2 et RUNX1-PRDM16 n’expriment pas les exons 6 et 7 conjointement. De plus, à 
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ce jour, aucune littérature ne supporte une interaction entre les membres de la famille 
PRDM et p300/CBP. Cependant, une interaction avec P/CAF « p300/CBP associated 
factor », une acétyltransférase appartenant à une classe différente de p300/CBP, a été 
rapportée (Yang 2004). P/CAF interagit aussi avec RUNX1 sauvage et cette interaction 
est dépendante du RHD de la protéine (Senyuk et al., 2003). Il est donc possible que le 
recrutement de différents co-régulateurs par les isoformes tronquées et/ou chimères 
résultant des fusions RUNX1-CLCA2 et RUNX1-PRDM16 puisse modifier 
l’environnement protéique au promoteur de JUP réduisant ainsi le pouvoir d’activation 
transcriptionnelle de ces fusions au niveau de cette cible. 
 
Malgré la présence d’un site consensus de RUNX1 décrit sur le promoteur de JUP, 
aucune interaction directe entre la fusion RUNX1-RUNX1T1 et ce promoteur n’a été 
détectée par ChIP (Muller-Tidow et al., 2004; Tonks et al., 2007). Cependant, ce 
promoteur est activé en présence de la fusion suggérant un mode d’activation indirect 
(Muller-Tidow et al., 2004). Bien qu’une hausse d’expression de JUP soit associée aux 
anomalies du CBF, la contribution de JUP au processus de transformation leucémique 
n’est pas encore bien comprise. Il a été démontré que la surexpression de JUP dans la 
lignée de souris 32D (progéniteurs myéloïdes murins) ou dans les progéniteurs murins 
Sca1+/Lin- favorise la prolifération cellulaire par rapport à une population contrôle 
(Muller-Tidow et al., 2004; Zheng et al., 2004). De plus, suite à une culture de cellules 
surexprimant JUP pendant 15 jours et lors d’études de prolifération sur des milieux de 
méthylcellulose, un phénotype immature (Sca1+/Lin- ou Sca+/c-kit+) peut s’observer plus 
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longtemps pour les cellules surexprimant JUP alors qu’une différenciation survient dans 
la population contrôle suggérant que JUP puisse jouer un rôle dans l’auto-
renouvellement (Muller-Tidow et al., 2004; Zheng et al., 2004). Lorsque injectés dans 
des souris receveuses, les progéniteurs surexprimant JUP induisent une maladie fatale 
ressemblant à une leucémie aiguë (Muller-Tidow et al., 2004; Zheng et al., 2004). Enfin, 
il a été démontré que l’inhibition de la transcription dépendante du complexe TCF/LEF à 
l’aide d’une forme dominante négative de TCF (dnTCF4) engendre une diminution de la 
croissance de la lignée Kasumi-1, suggérant que JUP puisse devenir une cible 
thérapeutique intéressante dans les leucémies présentant des anomalies du gène RUNX1. 
De plus, l’inhibition de JUP par une stratégie d’ARN interférence dans des cellules 
murines Sca1+Lin- exprimant la fusion PML-RARA ou PLZF-RARA cause une forte 
réduction de la capacité de formation de colonies de ces cellules plus primitives 
supportant que l’activation de JUP puisse être requise afin de permettre la 
transformation leucémique (passage de la cellule pré-leucémique vers une cellule 
leucémique) (Muller-Tidow et al., 2004; Zheng et al., 2004). 
 
Puisque l’activation de CTNNB1 semble jouer un rôle dans la progression des cellules 
pré-leucémiques en cellules à plein potentiel transformant pour les fusions MLL-
MLLT3/AF9 et MLL-ENL, il est intéressant de penser que son homologue JUP puisse 
posséder des fonctions similaires lors du processus de leucémogenèse associé aux 
fusions du CBF (Wang et al., 2010; Yeung et al., 2010). Cependant, avant d’attribuer 
une telle fonction à cette composante de la voie Wnt, d’autres analyses devront être 
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complétées. Une analyse à l’aide de la technique ChIP-seq permettrait d’abord de 
confirmer ou d’infirmer une interaction directe entre RUNX1 et le gène JUP. À l’aide de 
cette méthode, il serait possible de déterminer, avec un anticorps ciblant le RHD de 
RUNX1, s’il y a une interaction directe avec une région spécifique du gène JUP 
(promoteur, séquence UTR ou séquence intronique). En effet, il a été démontré 
récemment que seulement 33 % des sites de liaison de RUNX1 au niveau de ses cibles 
activées lors de la différenciation mégacaryocytaire représentaient des régions 
promotrices, suggérant que la majorité des autres interactions puissent plutôt impliquer 
des séquences codantes ou des éléments « enhancer » de ses cibles (Tijssen et al., 2011).  
 
Malgré le pronostic favorable des leucémies avec t(8;21)(q22;q22) et inv(16)(p13q22), 
environ 50 % des patients rechuteront, suggérant la persistance de la CSL et/ou une 
résistance de certains clones leucémiques aux thérapies actuellement utilisées. Il est 
donc urgent d’améliorer le traitement de ces patients. À cet effet, il est intéressant de 
noter que des études ciblant CTNNB1, l’homologue de JUP, démontrent le rôle 
thérapeutique potentiel de l’inhibition de ce gène dans la leucémie. Des expériences ont 
été réalisées sur les lignées HL60 et/ou Kasumi-1 à l’aide de petites molécules inhibant 
l’interaction entre CTNNB1 et LEF1 (CGP049090, PKF115-584 ou le pyrvinium) ou à 
l’aide d’une stratégie d’ARN interférence ciblant CTNNB1, démontrant une réduction de 
la prolifération (étude du cycle cellulaire par FACS), une augmentation de l’apoptose 
(étude des caspases 3 et 7, de la PARP et de la fragmentation de l’ADN) ainsi qu’une 
réduction de la prise de greffe des cellules traitées avec ces molécules dans des souris 
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NOD/SCID déficientes pour la β2-microglobuline (Minke et al., 2009; Gandillet et al., 
2011). Ces expériences suggèrent qu’une stratégie similaire ciblant JUP pourrait 
s’avérer intéressante dans des lignées leucémiques présentant une t(8;21)(q22;q22) ainsi 
que dans des spécimens de leucémies primaires avec anomalies de RUNX1 surexprimant 
JUP. 
 
Ainsi, l’étude de cibles spécifiques des fusions RUNX1 nous a permis de conclure que 
les fusions plus rares et récurrentes de RUNX1 peuvent déréguler de mêmes cibles 
suggérant une certaine similitude quant aux mécanismes de dérégulation 
transcriptionnelle employés par ces fusions. De plus, nos analyses ont permis de 
démontrer que pour une même cible, par exemple JUP, les diverses protéines anormales 
générées lors des translocations peuvent déréguler cette cible de façon identique, et ce, 
malgré la variété des partenaires impliqués. Or, pour une même fusion (ex : RUNX1-
RUNX1T1) certains spécimens présentent des profils d’expression différents suggérant 
que d’autres évènements génétiques puissent moduler l’expression de cibles telles que 
CCND1 ou MYC. Afin de poursuivre l’identification et la caractérisation des anomalies 
génétiques dans les leucémies aiguës, le séquençage des exomes, du génome et/ou du 
transcriptome complet des cellules de LAM a été initié par plusieurs équipes. Ces études 
permettront d’identifier de nouvelles mutations, de nouveaux gènes de fusion et 
dérégulations de gènes. Elles ont déjà permis de décrire de nouvelles mutations dont 
certaines ont un impact pronostique dans la LAM (Mardis et al., 2009; Ley et al., 2010; 
Thol et al., 2011; Yan et al., 2011). Ces études permettront aussi d’établir une incidence 
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plus juste de certaines translocations difficiles à détecter en cytogénétique standard 
incluant les fusions RUNX1 et de caractériser de façon plus globale le génome et le 
transcriptome de ces cellules leucémiques, permettant l’identification plus précise des 
évènements secondaires caractérisant ce groupe très hétérogène de leucémies avec 
anomalies de RUNX1.  
  
 
319
9. Conclusion 
Grâce à nos travaux de caractérisation moléculaire des translocations t(7;21)(p22;q22), 
t(1;21)(p22;q22), t(8;21)(q23.3;q22) et t(15;21)(q26;1.q22), nous avons révélé 
l’existence de différents modes de dérégulation de RUNX1 permettant soit la formation 
de chimères de fusion, soit la création de protéines anormales reproduisant possiblement 
les isoformes plus courtes de RUNX1 et/ou soit l’émergence d’un dosage aberrant des 
différents transcrits de RUNX1. L’hétérogénéité des réarrangements ciblant le gène 
RUNX1, autant sur le plan de la présentation clinique qu’au niveau moléculaire, a été 
mise en évidence. Notre étude des mécanismes de genèse des deux fusions récurrentes 
de RUNX1 découlant des t(7;21)(p22;q22) et t(8;21)(q23.3;q22) a révélé des jonctions 
génomiques différentes en terme de composition et de structure suggérant l’implication 
de mécanismes distincts à l’origine de ces réarrangements. Malgré une origine précise 
encore indéterminée, un rôle central du mode de recombinaison non-homologue de type 
NHEJ et des enzymes TOP2 est fort probable. Enfin, nos analyses d’expression ont 
révélé une réduction de l’expression de CEBPA ainsi qu’une surexpression commune de 
JUP dans la majorité des leucémies étudiées présentant une anomalie du CBF, 
établissant ces dérégulations comme des éléments partagés par les réarrangements 
récurrents et plus rares. Nos résultats révèlent aussi qu’une altération plus spécifique de 
CCND1 et de MYC est observée pour certains spécimens et/ou pour certains types 
d’anomalies, démontrant la nécessité d’étudier en parallèle ces différentes fusions afin 
de mieux comprendre les mécanismes de leucémogenèse employés par chacune d’elle. 
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Dans une perspective thérapeutique, il sera important d’investiguer la composition des 
complexes protéiques de RUNX1 sauvage et des différents complexes des fusions de 
RUNX1 ainsi que le « transcriptome » complet des cellules leucémiques primaires 
présentant ces anomalies afin d’identifier les facteurs essentiels requis lors du processus 
de transformation leucémique. Des cibles thérapeutiques potentielles pourront alors être 
mises en évidence permettant ensuite de proposer des études fonctionnelles visant à 
améliorer la thérapeutique de ces leucémies.  
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10. Annexe A : tableaux supplémentaires 
 
 
 
 
ii
BCLQ Dx Caryotype
01H002 M3 46,XY,t(15;17)(q22;q21)[17]/45,XY,t(15;17)(q22;q21),-13[3]
02H003 M0 46,XX,del(2)(q21),add(8)(p21)[17]/46,XX[11]
02H017 M0 46,XX,t(11;19)(q23;p13.3)[14]/46,XX,t(11;19)(q23;p13.3),add(11)(p15)[7]
02H009 M1 46,XX[21]
02H025 M1 46,XX,t(2;16)(p11.2;q24)[8]/46,XX,del(12)(p13),der(17)?t(17;22)(q25;q11.2)[4]/46,XX[11]
02H026 NOS 46~47,XY,add(1)(p36)[3],add(4)(p16)[5],+8[16],add(21)(q22)[6][cp17]/46,XY[7]
02H032 M5 46,XX,t(11;17)(q23;q21)[22]
02H037 LMC-PB 47,XY,t(8;17)(q11;q23),t(9;22)(q34;q11.2),+der(22)t(9;22)(q34;q11.2)[21]
02H043 M1 46,XX,del(11)(p12)[22]
02H046 M3 46,XX,t(15;17)(q22;q21)[20]
02H052 LMC-PB 45,XY,t(2;12)(q31;p12),der(9)t(9;22)(q34;q11.2),[3]/47,XY,t(2;12)(q31;p12),t(9;22)(q34;q11.2),                                        
+der(22)t(9;22)[15]/46,XY[3]
02H053 M1 46,XY[20]
02H060 M1 45,XY,-21[3]/46,XY[22]
02H066 M1 46,XX[22]
03H016 M5 46,XY[20]
03H033 M1 46,XX[21]
03H041 M5 46,XX[22]
03H054 LMC-PB 46,XY,t(9;22)(q34;q11.2)[1]/47,XY,+8,t(9;22)(q34;q11.2)[18]
03H065 M2 46,XY,t(4;8;21)(p14;q22;q22)[21]
03H067 M5 46,XY,t(11;17)(q23;q25)[19]/46,XY[1]
03H070 M3 46,XX,t(15;17)(q22;q21)[21]
03H083 M2 46,XY,t(8;21)(q22;q22),inv(9)(p11q12)c[20]
03H090 M1 46,XX,del(1)(p36.1),der(7)?t(1;7)(p36.1;p15),der(10)t(10;12)(q10;q10),-12[21]
03H094 M1 45,XY,-3,del(3)(q12),-4,der(5)t(3;5)(p12;q11.2),del(6)(q21q25),t(9;10)(p13;q26),add(11)(p15),                      
der(12)?del(12)(q22),der(12)t(4;12)(q32;q22),-15,der(16)?add(16)(p11.2),-17,der(17)add(17)(p11.2)           
?del(17)(q12q22),der(18)add(18)(p11.2)t(17;18)(q12;q23),+del(22)(q13),+mar1,+mar2[19]
03H097 LAM/SMD 46,XY[22]
03H109 M4Eo 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
03H112 M4Eo 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
03H116 M1 46,XX[21]
03H119 M1 46,XY[20]
04H001 M1 47,XY,+13[13]/49,XY,+9,+13,+13[7]/46,XY[1].
04H027 LMC-PB Quantité de cellules insufisantes
04H041 M5 46,XY,t(11;17)(q23;q25)[18]/46,XY[2]
04H048 M1 46,XY,del(9)(q22q33)[19]/46,XY[1]
04H054 M2 46,XY,add(1)(q44),der(2)?add(2)(p11.2),der(2)?add(2)(q21),add(3)(q13),add(5)(p15),t(6;9)(p23;q34),del(17)(q23),         
add(19)(q13,4),del(20)(q12),+mar1[cp21]
04H055 M1 46,XY,del(20)(q11.2)[19]/46,XY[1]
04H061 M4Eo 46,XX,inv(16)(p13q22)[20]
04H068 M2 46,XX[20]
04H079 LAM/SMD 46,XX,inv(3)(q21q26)[23]
04H096 M0 45,XY,-7[3]/46,XY[8]
04H103 M1 46,XY,t(4;12)(q11q12;p13)[21]
04H108 M1 46,XX[20]
04H111 M5 47~49,XY,+8,+8,-12,-21,+mar[cp35]
04H112 M1 46,XX[21]
04H115 M5 42~46,XY,-4,-5,-6,del(7)(q22),-10,-11,-13,-15,-17,?i(17)(q10),add(18)(q11.2),-18,-20,-21,-22,                 
+1~9mar,+min[cp17]
04H118 M5 47,XY,+8[1]/49,XY,+8,+8,+20[20]
04H120 M1 46,XY,del(5q)(q22q33),t(7;21)(p22;q22)[20]
04H123 M3 46,XX,del(12)(p11.2),t(15;17)(q22;q21)[10]/46,idem,del(7)(q22q32)[8]/46,XX[2]
04H133 M1 46,XX[20]
04H135 M1 47,XY,+11[18]/48,XY,+11,+14[2]/46,XY[1]
04H139 M3 46,XY,t(15;17)(q22,q21)[15]
04H140 M4 46,XX[20]
05H008 M1 46,XX,inv(9)(p11q12)c[20]
05H030 M1 46,XX[22]
05H034 M1 47,XY,del(5)(q?31),+mar[21]
05H039 M2 46,XX[20]
05H050 M4 46,XY[20]
05H057 M5 Absence de métaphase
05H111 M1 46,XY[21]
05H133 SMD 46,XY[21]
05H143 M5 46,XY[22]
05H163 M1 46,XY[22]
05H181 M5 46,XX[9]
05H186 M4 46,XY[22]
05H195 M1 46,XX[20]
06H006 LMC-PB 46,XY,t(7;17)(p15,q2?2),t(9;22)(q34.1;q11.2)[9]/47,idem,+der(22),t(9;22)(q34.1;q11.2)[14]
06H010 M5 46,XX[21]
06H016 M5 45,XX,t(3;17)(p21;q11),add(12)(p11),-16[13]/46,idem,+mar[8]
06H026 M2 47,XX,+21[10]/46,XX[11]
06H028 M1 46,XX[20]
06H038 M4 46,XY,t(6;9)(p23;q34)[20]/46,XY[1]
06H045 M2 46,XX[22]
MC3 LMC-PB -
KU-812 LMC-PB -
MEG-01 LMC-PB -
K562 LMC-PB -
CD34 normal -
Sp1 normal -
Sp2 normal -
Sp3 normal -
05H028 normal -
05H159 normal -  
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Table 9.1. Spécimens utilisés pour l’étude d’expression du gène USP42. Se référer à la 
section 3.6.2 pour les résultats. Dx, diagnostic morphologique ; M0, leucémie myéloïde 
aiguë (LAM) avec différenciation minimale ; M1, LAM sans maturation ; M2, LAM avec 
maturation ; M3, leucémie promyélocytaire aiguë ; V, variante de la M3 ; M4, leucémie 
myélomonocytaire aiguë ; Eo, avec éosinophiles anormaux dans la moelle ; M5, leucémie 
monoblastique/monocytaire aiguë ; SMD, syndrome myélodysplasique ; LAM/SMD, LAM 
avec dysplasie significative ; LMC-PB, leucémie myéloïde chronique en phase blastique ; 
NOS, LAM non classée.  
 
BCLQ Dx Caryotype
03H030 M0 44~48,XX,add(1)(p3?2),del(5)(q13),del(6)(p23),+8,add(18)(p11.3),+21[cp22]
04H025 M1 46,XY[21]
04H120 M1 46,XY,del(5)(q),t(7;21)(p21;q22.12)[20]
06H029 M1 46-48,X,del(X)(p22.1),del(2)(p21),add(4)(p11),+7,+der(7)add(7)(p222),-8,del(9)(p13),del(12)(p11.2),                    
-14,-15,add(22)(p13),+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,+mar6,inc[cp19]/46,XX[1]
07H060 M1 45,X,-Y[20]
07H062 M1 46,XY[20]
04H141 M2 46,XY[20]
05H155 M2 46,XX[21]
05H180 M2 49,XY,t(4;13)(q31;q32),add(6)(q21),del(7)(q32),+8,+del(8)(q21q21),-20,-20,-21,+mar1,+mar2,                              
+mar3,+mar4[21]
06H021 M2 46,XX[21]
06H051 M2 46,XX[20]
06H075 M2 40~45,X,-Y,add(1)(p13),add(4)(q31),-5,-7,del(10)(q24),-12,ins(13;?)(q12;?),-14,-16,-17,-18,-19,+?21,                   
-22,+7mar[cp16]/41,idem,add(2)(p11.2),t(3;8)(q21;q22),del(6)(q21),+mar8[cp3]/46,XY[1]
06H078 M2 46,XY[21]
07H010 M2 46,XX[20]
07H042 M2 46,XY[20]
04H094 M4 46,XY[20]
06H048 M4 47,XX,+8[19]/46,XX[1]
06H112 M4 46,XY[21]
06H143 M4 46,XY,t(4;7)(q21;q3?6)[6]/45,X,-Y,t(4;7)(q21;q3?6)[14]
07H019 M4 47,XY,+8[20]/46,XY[1]
02H033 M5 47,XY,+8[17]/49,XY,+6,+8,+8[2]/46,XY[2]
06H073 M5 46,XY,del(1)(p13)[21]
03H052 M5 46,XY[20]
07H055 M5 46,XY[20]
07H034 M6 44,X,-Y,add(3)(p13),del(5)(q13q33),-7,+8,dic(12;17)(p11.2;p11.2),-17[18]/88,XX,-Y,                                              
-Y,add(3)(p13)x2,del(5)(q13q33)x2,-7,-7,+8,+8,dic(12;17)(p11.2;p11.2)x2,-17,-17[2]
05H022 NOS 46,XY[20]
06H004 NOS 42~46,XX,del(3)(q25),add(3)(p23),add(4)(p11),del(5)(q11.2q33),-6,del(6)(q13q23),del(7)(q22q34),                       
-13,add(13)(p11),-16,-17,-17x2,-18,+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,inc[cp19]/46,XX[1]
07H088 normal -
07H139 normal -
07H140 normal -
Kasumi M2 -  
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Table 9.2. Spécimens utilisés lors du projet de validation de la surexpression de 
USP42. Se référer à la section 3.6.2 pour les résultats. Dx, diagnostic morphologique ; M0, 
leucémie myéloïde aiguë (LAM) avec différenciation minimale ; M1, LAM sans 
maturation ; M2, LAM avec maturation ; M4, leucémie myélomonocytaire aiguë ; Eo, avec 
éosinophiles anormaux dans la moelle ; M5, leucémie monoblastique/monocytaire aiguë ; 
M6, leucémie érythroïde aiguë ; NOS, LAM non classée. 
 
BCLQ Dx % blastes Tissu Caryotype
09H002 M1 94 moelle 46,XX[23]
09H013 M4 60 moelle 46,XY[22]
09H043 M1 80 moelle 46,XY[21]
04H120 M1 90 moelle 46,XY,del(5)(q22q33),t(7;21)(p22;q22)[20]
09H007 normal - moelle -
07H139 normal - moelle -
07H088 normal - moelle -  
Table 9.3. Spécimens de leucémies primaires utilisés lors de l’étude d’expression des 
allèles sauvages et transloqués de USP42. Se référer à la section 3.6.3 pour les résultats. 
Dx, diagnostic morphologique ; % de blastes, pourcentages de blastes évalué lors de 
l’analyse morphologique précédant la séparation par le Ficoll ; M1, leucémie myéloïde 
aiguë sans maturation ; M4, leucémie myélomonocytaire aiguë. 
 
 
 
 
v
BCLQ Dx % blastes Tissu Caryotype
02H003 M0 99 moelle 46,XX,del(2)(q31),add(8)(p21)[17]/46,XX[1]
03H030 M0 60 sang 44~48,XX,add(1)(p3?2),del(5)(q13),del(6)(p23),+8,add(18)(p11.3),+21[cp22]
05H192 M0 84 moelle 46,XY[18]
02H025 M1 70 sang 46,XX,t(2;16)(p11.2;q24)[8]/46,XX,del(12)(p13),der(17)?t(17;22)(q25;q11.2)[4]/46,XX[11]
03H024 M1 10 moelle 47,XY,+8[18]/48,XY,+8,+8[3]/46,XY[1]
03H081 M1 50 moelle 47,XX,+8[21]
03H090 M1 90 sang 46,XX,del(1)(p36.1),der(7)?t(1;7)(p36.1;p15),der(10)t(10;12)(q10;q10),-12[21]
03H119 M1 92 moelle 46,XY[20]
04H001 M1 85 sang 47,XY,+13[13]/49,XY,+9,+13,+13[7]/46,XY[1]
04H024 M1 76 moelle 46,XX[21]
04H025 M1 69 moelle 46,XY[21]
04H048 M1 60 sang 46,XY,del(9)(q22q33)[19]/46,XY[1]
04H055 M1 95 sang 46,XY,del(20)(q11.2)[19]/46,XY[1]
04H103 M1 80 sang 46,XY,t(4;12)(q11-q12;p13)[21]
04H108 M1 94 moelle 46,XX[20]
04H112 M1 91 moelle 46,XX[21]
04H127 M1 90 moelle 42-50,XX,-3,del(5)(q13q33),del(7)(q22),-8,add(10)(p11.2), -10,-11,del(11)(q23),add(12)(p11.2),            
+?13,-16,-17, -20,-21,-22,+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,+mar6, +mar7,+mar8,               
+mar9,+mar10[cp19]
04H135 M1 91 sang 47,XY,+11[18]/48,XY,+11,+14[2]/46,XY[1]
05H008 M1 96 moelle 46,XX,inv(9)(p11q12)c[20]
05H034 M1 80 sang 47,XY,del(5)(q?31),+mar[21]
05H111 M1 83 moelle 46,XY[21]
05H160 M1 87 moelle 46,XY[22]
05H195 M1 95 sang 46,XX[20]
04H006 M2 80 moelle 46,XY[20]
04H054 M2 - moelle 46,XY,add(1)(q44),der(2)?add(2)(p11.2),der(2)?add(2)(q21),add(3)(q13),add(5)(p15),t(6;9)          
(p23;q34),del(17)(q23),add(19)(q13.4),del(20)(q12),+mar1[cp21]
04H096 M2 92 moelle 45,XY,-7[3]/46,XY[18]
04H141 M2 60 moelle 46,XY[20]
05H033 M2 30 moelle 46,XY[22]
05H039 M2 88 moelle 46,XX[20]
09H058 M2 74 sang 46,XX[20]
03H049 M4 - moelle 46,XX[20]
05H050 M4 94 moelle 46,XY[20]
05H186 M4 85 moelle 46,XY[22]
03H031 M5 75 sang Quantité insuffisante de métaphase
03H052 M5 62 moelle 46,XY[20]
04H111 M5 80 sang 47~49,XY,+8,+8,-12,-21,+mar[cp35]
04H115 M5 86 moelle 42~46,XY,-4,-5,-6,del(7)(q22),-10,-11,-13,-15,-17,?i(17)(q10),add(18)(q11.2),-18,-20,-21,-22,                     
+1~9mar,+min[cp17]
04H118 M5 81 moelle 47,XY,+8[1]/49,XY,+8,+8,+20[20]
05H057 M5 92 sang Absence de métaphase
05H143 M5 85 sang 46,XY[22]
05H181 M5 80 sang 46,XX[9]
06H010 M5 84 moelle 46,XX[21]
01H005 LMMC 10 moelle 46,XY[20]
02H069 LMMC 10 moelle 46,XY[9]
03H084 LMMC 10 moelle 46,XY[20]
05H120 LMMC 4 sang 46,XX[22]
06H002 LMMC 8 moelle 46,XX[21]
09H049 LMMC 4 moelle 46,XX[22]
05H022 NOS 78 moelle 46,XY[20]
09H054 LA DM 63 sang 46~49,XX,add(5)(q3?5),-6,+8,+9,der(11)t(11;12)(q21;q?15),-12,-14,-16,-18,-20,-21,+1~8mar,                    
+2min[cp22]  
Table 9.4. Spécimens utilisés pour l’étude d’expression des USP (phase 1). Se référer à 
la section 3.6.2 pour les résultats. Dx, diagnostic morphologique ; % de blastes, 
pourcentages de blastes évalué lors de l’analyse morphologique précédant la séparation par 
le Ficoll ; M0, leucémie myéloïde aiguë (LAM) avec différenciation minimale ; M1, LAM 
sans maturation ; M2, LAM avec maturation ; M4, leucémie myélomonocytaire aiguë ; M5, 
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leucémie monoblastique/monocytaire aiguë ; LMMC, leucémie myélomonocytaire 
chronique ; DM, LAM avec dysplasie multilignée ; NOS, LAM non classée. 
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BCLQ Dx % blastes Tissu Caryotype
07H061 M0 85 sang 46~48,X,add(X)(p11),-3,-5,add(6)(p21),add(9)(p13),del(12)(p11),-17,+6,               
mar[cp19]/46,XX[1]
08H118 M0 67 sang 42~45,X,-X,-3,del(5)(q15q33),del(7)(q22q32),-14,add(16)(q?13),-17,-17,-20,         
-22,+1~5mar[cp20]
06H028 M1 95 moelle 46,XX[20]
06H029 M1 85 moelle 46~48,X,del(X)(p22.1),del(2)(p21),add(4)(p11),+7,+der(7)add(7)(p22),-8,            
del(9)(p13),del(12)(p11.2),-14,-15,add(22)(p13),               
+mar1,+mar2,+mar3,+mar4,+mar5,+mar6,inc[cp19]/46,XX[1]
06H077 M1 20 moelle 47,XX,+8[21]/46,XX[1]
07H062 M1 94 moelle 46,XY[20]
07H133 M1 82 sang 46,XX,t(13;6;17)(q14;p21;q21)[18]/46,XX[4]
07H143 M1 - sang Absence de métaphase
07H151 M1 90 moelle 47,XY,+13[2]/46,XY[20]
07H160 M1 85 moelle 45,XX,-7[19]/46,XX[1]
08H012 M1 98 sang 47,XX,+11[21]
08H036 M1 84 moelle Absence de métaphase
08H053 M1 95 sang 46,XX[21]
08H056 M1 95 moelle 46,XX,?t(10;21)(p11.2;q22)[5]/46,XX[18]
08H065 M1 90 moelle 46,XY,add(7)(q36)[6]/46,XY[14]
08H082 M1 89 moelle 46,XX[21]
08H113 M1 85 moelle 46,XY[23]
09H002 M1 78 sang 46,XX[23]
09H026 M1 95 sang 46,XY[20]
09H031 M1 85 sang 46,XX[20]
09H043 M1 80 moelle 46,XY[21]
06H026 M2 66 moelle 47,XX,+21[11]/46,XX[10]
06H045 M2 70 moelle 46,XX[22]
07H156 M2 44 moelle 42~48,XY,der(5)t(5;17)(q3?1;q12),+6,der(11)t(?;11)(?;q10),+13,-17,-20,+22,         
+mar,+min[cp20]
06H040 M4 72 moelle 45,X,-Y[19]/46,XY[2]
06H135 M4 90 sang 35~42,XY,-5,-8,-9,add(10)(p11),add(11)(q22),-13,?der(13)add(13)(q34),-14,        
add(15)(p11),-16,-17,-17,-18,+19,-20,-21,+r,+mar1,+mar2,+mar3,+r[cp10]/77~83,  
-X,-Y,-5,-5,-8,-8,-9,-9,?der(9)add(9)(q34),?der(9)add(9)(q34)x2,add(10)(p11),     
add(10)(p11)x2,-11,add(11)(q22)x2,-13,-13,-14,-14,add(15)(p11)x2,-16,-16,-17,  
-17,-20,-20,-21,-21,+mar1x2,+mar2x2,+mar3x2,inc[cp13]
08H138 M4 82 moelle 46,XY[20]
09H013 M4 60 moelle 46,XY[22]
06H016 M5 87 sang 45,XX,t(3;17)(p21;q11),add(12)(p11),-16[13]/46,idem,+mar[8]
06H061 M5 81 moelle 46,XX[20]
06H073 M5 89 moelle 46,XY,del(1)(p13)[21]
08H004 M5 87 sang 46,XX[5]
08H011 M5 47 moelle 47,XY,+8[8]/46,XY[2]
08H049 M5 80 moelle 46,XY[18]
08H063 M5 69 moelle 47,XY,+8[7]/46,XY[5]
08H089 M5 60 moelle 46,XY[22]
08H108 M5 60 moelle 47,XY,+8[2]/48,XY,+8,+8[17]/46,XY[1]
09H008 M5 58 sang 46,XY[20]
09H024 M5 81 sang 48,XY,+8,+8,add(21)(p12),inc[4]
06H084 LMMC 2 moelle 45,-X,Y,del(3)(p21),-5,-9,-13,-15,-17,-17,-22,+6mar[20]
07H145 LMMC 6 sang 47,XY,+21[17]/46,XY[4]
08H070 LMMC 5 sang 46,XY[22]
08H100 LMMC 12 moelle 46,XY[11]
07H005 LAM avec 
changements 
reliés à un SMD
90 moelle 46,XX[22]
08H112 LAM avec 
changements 
reliés à un SMD
55 sang 46,XY[20]
07H098 LA DM 64 sang 46,XY,del(9)(q13q22),t(10;11)(q24;p15)[21]
07H069 LAM NK 85 sang 46,XY,inv(7)(q22q36)[20]
07H122 MPAL 96 sang Quantité insuffisante de métaphase
07H088 normal - moelle -
07H139 normal - moelle -
07H140 normal - moelle -
09H007 normal - moelle -  
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Table 9.5. Spécimens utilisés lors de la phase 2 du projet étudiant l’expression des 
USP. Se référer à la section 3.6.2 pour les résultats. Les quatre spécimens de moelle 
normale ont servi en phase 1 ainsi qu’en phase 2. Dx, diagnostic morphologique ; M0, 
leucémie myéloïde aiguë (LAM) avec différenciation minimale ; M1, LAM sans 
maturation ; M2, LAM avec maturation ; M4, leucémie myélomonocytaire aiguë ; M5, 
leucémie monoblastique/monocytaire aiguë ; LMMC, leucémie myélomonocytaire 
chronique ; DM, LAM avec dysplasie multilignée ; NK, LAM avec cellules « natural 
killer » ; MPAL, leucémie aiguë à phénotype mixte 
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BCLQ Dx Tissu % Blastes Caryotype
03H065 M2 moelle 63 46,XY,t(4;8;21)(p14;q22;q22)[21]
03H083 M2 sang 85 46,XY,t(8;21)(q22;q22),inv(9)(p11q12)c[20]
05H042 M2 sang 65 47,XY,t(8;21)(q22;q22),+8[21]
05H184 M1 sang 90 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)[20]
07H137 M1 sang 90 45,X,-X,der(21)t(8;21)(q22;q22)?ins(21)(q22q22)[21]
08H034 M1 sang 83 46,XX,t(8;21)(q22;q22)[20]
08H042 M2 sang 65 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[21]
08H072 M2 moelle 37 46,XX,t(8;21)(q22;q22)[21]
09H040 M1 sang 60 46,XY,t(8;21)(q22;q22),del(9)(q13)[19]/46,XY[2]
10H030 M2 moelle 53 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[20]
03H109 M4Eo moelle 92 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
03H112 M4Eo moelle 80 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
04H061 M4Eo moelle 72 46,XX,inv(16)(p13q22)[20]
06H115 M2Eo sang 58 46,XY,inv(16)(p13q22)[14]/47,XY,inv(16)(p13q22),+22[7]
06H151 M1Eo sang 90 46,XX,inv(16)(p13q22)[19]/47,XX,inv(16)(p13q22),+22[2]
07H099 M1 sang 82 46,XX,inv(16)(p13q22)[20]
07H144 M4Eo sang 74 46,XY,add(2)(q21),der(16)inv(16)(p13q22)?t(2;16)(q21;q22),der(18)?ins(18;?)     
(q11.2;?)[21]
08H081 M4Eo moelle 53 46,XX,inv(16)(p13q22)[22]
09H016 M4Eo moelle 67 46,XX,inv(16)(p13q22)[19]/46,XX[5]
10H008 M4Eo sang 60 48,XY,+8,inv(16)(p13q22),+21[21]
04H108 M1 moelle 94 46,XX[20]
05H160 M1 moelle 87 46,XY[22]
08H053 M1 sang 95 46,XX[21]
09H002 M1 sang 78 46,XX[23]
09H031 M1 sang 85 46,XX[20]
09H043 M1 moelle 80 46,XY[21]
09H070 M1 moelle 80 46,XY[20]
09H079 M0 moelle 90 46,XY[20]
09H106 M5 moelle 68 46,XY[22]
09H111 M5 moelle 83 46,XX[21]
10H026 M5 moelle 85 46,XX[23]
10H039 M1 sang 65 46,XX[21]
10H052 NOS sang 66 46,XX[17]
04H120 M1 moelle 90 46,XY,del(5)(q22q33),t(7;21)(p22;q22)[20]
01-0788 M2 moelle 31 46,XX,t(17;21)(q22;q22)[13]/47,XX,+8, 
t(17;21)(q22;q22)[4]/47,XX,t(17;21)(q22;q22)[4]/46,XX[1]
08H131 MPAL sang 79 46,XX,t(9;22)(q34;q11.2),?t(15;21)(q26.1;q22)[20]
02H056 LMC-PB sang 68 46,XX,t(1;21)(p36;q22),t(9;22)(q34;q11.2)[20]
10H024 LAM rechute sang 20 46,XX,del(7)(q22),t(8;21)(q23.3;q22)[19]/46,XX[1]
07-0893 t-LAM moelle 52 46,XY,t(1;21)(p22.3;q22)[26]
REH LAL-B - - -
Kasumi-1 M2 - - -
07H088 normal moelle - -
07H139 normal moelle - -
07H140 normal moelle - -  
Table 9.6. Spécimens utilisés lors de l’étude d’expression des gènes cibles des fusions 
RUNX1 (étude préliminaire). Dix spécimens de leucémie aiguë myéloïde (LAM) avec 
t(8;21)(q22;q22), dix spécimens avec inv(16)(p13q22), treize spécimens avec un caryotype 
normal, les lignées REH et Kasumi1, six spécimens avec des translocations plus rares de 
RUNX1 et trois spécimens de moelle normale ont été étudiés. Se référer aux sections 7.1 et 
7.3 pour les résultats. Dx, diagnostic morphologique ; M0, LAM avec différenciation 
 
 
 
x
minimale ; M1, LAM sans maturation ; Eo, avec éosinophiles anormaux ; M2, LAM avec 
maturation ; M4, leucémie myélomonocytaire aiguë ; M5, leucémie 
monoblastique/monocytaire aiguë ; NOS, LAM non classée ; MPAL, leucémie aiguë à 
phénotype mixte ; LAL-B, leucémie aiguë lymphoblastique de la lignée B ; LMC-PB, 
leucémie myéloïde chronique en phase blastique ; t-LAM, LAM secondaire à une 
chimiothérapie antérieure.  
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BCLQ Dx FAB % blastes Spécimen Caryotype
04H006 M2 80 moelle 46,XY[20]
04H054 M2 - moelle 46,XY,add(1)(q44),der(2)?add(2)(p11.2),der(2)?add(2)      
(q21),add(3)(q13),add(5)(p15),t(6;9)(p23;q34),del(17)     
(q23),add(19)(q13.4),del(20)(q12),+mar1[cp21]
04H096 M2 92 moelle 45,XY,-7[3]/46,XY[18]
04H141 M2 60 moelle 46,XY[20]
05H033 M2 30 moelle 46,XY[22]
05H039 M2 88 moelle 46,XX[20]
06H026 M2 66 moelle 47,XX,+21[11]/46,XX[10]
06H045 M2 70 moelle 46,XX[22]
07H156 M2 44 moelle 42~48,XY,der(5)t(5;17)(q3?1;q12),+6,der(11)t(?;11)             
(?;q10),+13,-17,-20,+22,+mar,+min[cp20]
07H062 M1 94 moelle 46,XY[20]
08H004 M5 87 sang 46,XX[5]
08H049 M5 80 moelle 46,XY[18]
08H053 M1 95 sang 46,XX[21]
09H002 M1 78 sang 46,XX[23]
09H031 M1 85 sang 46,XX[20]
09H043 M1 80 moelle 46,XY[21]
09H070 M1 80 moelle 46,XY[20]
09H106 M5 68 moelle 46,XY[22]
10H052 NOS 65 sang 46,XX[17]
03H083 M2 85 sang 46,XY,t(8;21)(q22;q22),inv(9)(p11q12)c[20]
05H042 M2 65 sang 47,XY,t(8;21)(q22;q22),+8[21]
05H184 M1 90 sang 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)[20]
07H137 M1 90 sang 45,X,-X,der(21)t(8;21)(q22;q22)?ins(21)(q22q22)[21]
08H034 M1 83 sang 46,XX,t(8;21)(q22;q22)[20]
08H042 M2 65 sang 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[21]
08H072 M2 37 moelle 46,XX,t(8;21)(q22;q22)[21]
09H040 M1 60 sang 46,XY,t(8;21)(q22;q22),del(9)(q13)[19]/46,XY[2]
10H030 M2 53 moelle 46,XY,t(8;21)(q22;q22)[20]
10H119 M2 40 sang 45,X,-Y,t(8;21)(q22;q22)[20]
03H109 M4Eo 92 moelle 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
03H112 M4Eo 80 moelle 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]
04H061 M4Eo 72 moelle 46,XX,inv(16)(p13q22)[20]
07H144 M4Eo 74 sang 46,XY,add(2)(q21),der(16)inv(16)(p13q22)?t(2;16)    
(q21;q22),der(18)?ins(18;?)(q11.2;?)[21]
08H081 M4Eo 53 moelle 46,XX,inv(16)(p13q22)[22]
09H016 M4Eo 67 moelle 46,XX,inv(16)(p13q22)[19]/46,XX[5]
10H008 M4Eo 60 sang 48,XY,+8,inv(16)(p13q22),+21[21]
04H120 M1 90 moelle 46,XY,del(5)(q22q33),t(7;21)(p22;q22)[20]
08H131 MPAL 79 sang 46,XX,t(9;22)(q34;q11.2),t(15;21)(q26.1;q22)[20]
02H056 LMC-PB 68 sang 46,XX,t(1;21)(p36;q22),t(9;22)(q34;q11.2)[20]
10H024 LAM rechute 20 sang 46,XX,del(7)(q22),t(8;21)(q23.3;q22)[19]/46,XX[1]
07-0893 t-LAM 52 moelle 46,XY,t(1;21)(p22.3;q22)[26]
REH LAL-B - - -
Kasumi-1 M2 - - -
07H088 normal - moelle -
07H140 normal - moelle -
09H007 normal - moelle -  
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Table 9.7. Spécimens utilisés lors de l’étude d’expression des gènes cibles des fusions 
RUNX1 (étude de validation). Quatre spécimens de leucémie aiguë myéloïde (LAM) avec 
maturation sans t(8;21), quinze spécimens avec un caryotype normal, dix spécimens avec 
t(8;21)(q22;q22), sept spécimens avec inv(16)(p13q22), cinq spécimens avec des 
translocations plus rares de RUNX1, les lignées REH et Kasumi1 et trois spécimens de 
moelle normale ont été étudiés. Se référer à la section 7.1 et 7.3 pour les résultats. Dx, 
diagnostic morphologique ; M1, LAM sans maturation ; Eo, avec éosinophiles anormaux ; 
M2, LAM avec maturation ; M4, leucémie myélomonocytaire aiguë ; M5, leucémie 
monoblastique/monocytaire aiguë ; NOS, LAM non classée ; MPAL, leucémie aiguë à 
phénotype mixte ; LAL-B, leucémie aiguë lymphoblastique de la lignée B ; LMC-PB, 
leucémie myéloïde chronique en phase blastique ; t-LAM, LAM secondaire à une 
chimiothérapie antérieure.  
 
BCLQ Dx % blastes Tissu Caryotype
08H113 M1 85 moelle 46,XY[23]
09H002 M1 94 moelle 46,XX[23]
09H026 M1 96 moelle 46,XY[20]
10H024 LAM rechute 20 sang 46,XX,del(7)(q22),t(8;21)(q23.3;q22)[19]/46,XX[1]
07H088 normal - moelle -
07H140 normal - moelle -
09H007 normal - moelle -  
Table 9.8. Spécimens utilisés lors de l’étude d’expression des allèles sauvages et 
transloqués de TRPS1. Dx, diagnostic morphologique ; M1, leucémie myéloïde aiguë 
(LAM) sans maturation. Se référer à la section 5.5 pour les résultats. 
 
BCLQ Dx % blastes Tissu Caryotype
03H045 MPAL 87 moelle 45,XY,-7,t(9;22)(q34;q11.1)[13]/46,XY,                                              
-7,t(9;22)(q34;q11.1),+mar[4]/46,XY[3]
03H085 MPAL 84 moelle 45,XX,-7,t(9;22)(q34;q11.2)[16]/46,XX[5]
05H153 MPAL 90 moelle 45~49,XY,der(2;14)(q10;q10),+der(2;14)(p10;p10),add(5)(p13),      
add(6)(q21),-7,+8,t(9;22)(q34;q11.2),+9,+10,+?12,add(14)(q32),      
+add(14)(q32),add(20)(q12),-20,+mar1,inc[cp17]/46,XY[4]
08H131 MPAL 79 sang 46,XX,t(9;22)(q34;q11.2),t(15;21)(q26.1;q22)[20]
REH LAL-B - - -
07H088 normal - moelle -
07H140 normal - moelle -
09H007 normal - moelle -  
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Table 9.9. Spécimens utilisés lors de l’étude d’expression des gènes RUNX1 et 
SLCO3A1. Se référer aux sections 6.5 et 6.7 pour les résultats. MPAL, leucémie aiguë à 
phénotype mixte ; LAL-B, leucémie aiguë lymphoblastique de la lignée B. 
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11. Annexe B : article 1 
CLCA2, a novel RUNX1 partner gene in a therapy-related leukemia with 
t(1;21)(p22;q22) translocation 
 Manuscrit CGC-10-00089 soumis le 26 février 2010 au journal « Cancer 
Genetics and Cytogenetics » 
 Première revision soumise le 28 mai 2010 et deuxième revision soumise le 16 
juin 2010 
 Accepté le 2 juillet 2010 
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12. Annexe C : article 2 
Microhomologies and topoisomerase II consensus sequences identified near the 
breakpoint junctions of the recurrent t(7;21)(p22;q22) translocation in acute myeloid 
leukemia  
 Manuscrit GCC-10-0213 soumis le 22 novembre 2010 au journal « Gene 
chromosomes and Cancer » 
 Accepté le 30 novembre 2010 
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